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Die Chiralität (griechisch cheir = die Hand) wurde vor 150 Jahren von Louis Pasteur 
entdeckt. Ihr Wert für die Industrie wurde jedoch erst in den vergangenen 50 Jahren 
erkannt. Heute erlangt sie in immer größeren Bereichen der Industrie und der Fein-
chemie Bedeutung. Das Marktvolumen allein für enantiomerenreine Pharmazeutika 
lag schon 1995 bei 59 Mrd. US $ [1]. Im Jahre 2000 waren 75% aller Arzneiwirkstoffe 
auf dem Markt enantiomerenrein [2]. Es gibt vier grundlegende Ansätze für den Auf-
bau optisch reiner Verbindungen. 
 
• Geht man von achiralen oder racemischen Edukten aus, kann im Verlauf oder 
am Ende einer Synthese eine Racematspaltung durchgeführt werden. 
• Ein zweiter Weg ist die Verwendung enantiomerenreiner Naturstoffe (engl.: 
chiral pool), von denen ausgehend jedes Stereozentrum in der richtigen Be-
ziehung zu den bestehenden eingeführt wird. 
• Die dritte Möglichkeit besteht in der Verwendung eines chiralen Auxiliars, das 
kovalent an das prochirale Edukt gebunden ist und die Entstehung neuer Chi-
ralitätszentren steuert. Wird das Auxiliar nicht mehr benötigt, kann es abge-
spalten und zurück gewonnen werden. 
• Einen anderer Weg ist der Einsatz chiraler Katalysatoren (z.B. Enzyme oder 
metallorganische Komplexe). Diese Katalysatoren können eine hohe Enantio-
selektivität bewirken, indem sie durch diastereomere Zwischenprodukte oder 
Übergangszustände die Bildung eines Enantiomers beschleunigen. 
 
Industriell werden bereits viele chirale Verbindungen nach diesen Verfahren herge-
stellt. In diesem Umfeld bieten die chiralen Cyanhydrine ein enormes Potential als 
optisch aktive Synthesebausteine für weiterführende Verbindungen [3]. Die Abbildung 
1-1 zeigt die Vielseitigkeit von Cyanhydrinen, die durch Reaktion an der Nitril- oder 
Hydroxylgruppe z.B. in optisch aktive α-Hydroxycarbonsäuren [3-8], α-Hydroxyester 
[4], α-Hydroxyaldehyde [3-4, 9-11], Acryloine [12-13] bzw. 1,2-Diole und 2-
Aminoalkohole [14-18] transformiert werden können.  
 
Optisch aktive α-Hydroxycarbonsäuren dienen wiederum als Zusatzstoffe für Futter-
mittel oder werden zur Gewinnung von pharmazeutischen Wirkstoffen und Vitaminen 
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eingesetzt [19]. Weiterhin lassen sich diese Carbonsäuren auch vorteilhaft in die 
sonst nur sehr schwer zugänglichen N-substituierten chiralen α-Aminosäuren über-
führen [20].  
 
Die aus Cyanhydrinen abgeleiteten α-Aminoalkohole werden in der Wirkstoffsynthese 
































Abbildung 1-1: Synthetische Vielfalt enantiomerenreiner Cyanhydrine [3, 133, 134] 
 
Diese Beispiele erklären das Interesse und ständige Bemühen, Verfahren zur Syn-
these von chiralen Cyanhydrinen zu entwickeln. 
 
Die wichtigsten nichtenzymatischen katalytischen Methoden zur Synthese von Cyan-
hydrinen sind die Addition von Blausäure an Carbonylverbindungen in Gegenwart 
von Peptiden oder enantiomerenreiner metallorganischer Katalysatoren, wobei in 
diesem Fall hauptsächlich chirale Titankomplexe eingesetzt werden [22].  
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Eine Alternative ist die enzymkatalysierte Cyanhydrinsynthese. Das bereits im Jahre 
1908 von ROSENTHALER [23] beschriebene und 1963 von BECKER und PFEIL [6, 24] 
erstmals aus Bittermandeln isolierte und charakterisierte Enzym (R)-Oxynitrilase 
[E.C. 4.1.2.10] katalysiert die enantioselektive Blausäureaddition an Aldehyde. Dies 
ermöglicht so einen einfachen Zugang zu chiralen Cyanhydrinen. 
 
Zwar konnte mit (R)-Oxynitrilase bereits ein breites Spektrum optisch aktiver (R)-
Cyanhydrine hergestellt werden, doch blieben die Ausbeuten an dem gewünschten 
Enantiomer in wässrigem Reaktionsmedium lange Zeit unbefriedigend. Die geringe 
optische Reinheit der Cyanhydrine ist dabei auf eine parallel ablaufende nichtenzy-
matische Reaktion zurückzuführen, die zu racemischen Verbindungen führt. Neuere 
Untersuchungen ergaben, dass diese unerwünschte Nebenreaktion verhindert wer-
den kann, wenn die Reaktion bei niedrigen pH-Werten durchgeführt wird. Das Arbei-
ten in wässrigen Pufferlösungen bei niedrigen pH-Werten gilt in der Literatur als ein-
gehend untersucht [25, 136, 137]. 
 
Ein Großteil der kommerziell interessanten Aldehyde und Ketone ist in wässrigen 
Medien schlecht löslich oder instabil und konnten daher bislang keine rentable An-
wendung finden. Dieses Problem kann dadurch gelöst werden, dass die enzymati-
sche Reaktion in Gegenwart organischer Lösungsmittel durchgeführt wird [26]. Im 
Zwei-Phasen-System ist das Enzym in der wässrigen Phase gelöst und von einer 
wasserunlöslichen organischen Phase umgeben. Auf diese Weise können sowohl 
bessere Löslichkeiten der Substrate als auch höhere optische Reinheiten erzielt wer-
den. Man muss jedoch dafür in Kauf nehmen, dass die Enzymaktivität und die En-
zymstabilität unter diesen Bedingungen deutlich schlechter sind als im rein wässrigen 
Milieu [26]. 
 
Dem technischen Einsatz der isolierten (R)-Oxynitrilase steht im Allgemeinen ihr ho-
her Preis, ihre geringe Langzeitstabilität sowie die Schwierigkeiten bei der Aufarbei-
tung und Wiederverwendung entgegen. 
 
Bereits sehr früh wurden die Vorteile einer Immobilisierung auch für das Enzym (R)-
Oxynitrilase erkannt. Die Immobilisierung führt zu einer Verlagerung der katalytischen 
Aktivität von submikroskopisch und mikroskopisch kleinen Einheiten in makrosko-
pisch erfassbare Partikel, um eine Rückhaltung zu erreichen [27]. 
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Die Immobilisierung ermöglicht damit zum einen den wiederholten Einsatz des Bioka-
talysators. Insbesondere bei teuren Enzymen, wie im Falle der (R)-Oxynitrilase, kann 
dadurch der relative Anteil der Enzymkosten an den Gesamtkosten gesenkt werden. 
Zum anderen erlaubt die Immobilisierung eine kontinuierliche Prozessführung mit 
hoher Biokatalysatordichte, ein bei industriellen Prozessen sehr wichtiges Kriterium. 
 
Die einzelne Immobilisierungsmethoden weisen eine Vielzahl von Varianten auf, de-
ren Eignung für eine bestimmte Zielsetzung empirisch ermittelt werden muss. Die 
Methoden umfassen physikalische und chemische Methoden sowie ihre Kombinatio-
nen. Ein guter Überblick über die Immobilisierung von Enzymen ist bei HARTMEIER 
[27] zu finden. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Immobilisierungsmethode für das Enzym (R)-
Oxynitrilase entwickelt werden, die möglichst folgende Vorteile aufweist: 
 
• hohe Langzeitstabilität und -aktivität des Enzyms (hohe „Turnover Numbers“ 
(TON) der Cyanhydrin-Synthese durch hohe Wiederverwendbarkeit des en-
zymatischen Systems) 
• hohe Enantioselektivität (> 99 %) 
• minimale Kosten der Immobilisierung 
• kein Katalysatorleaching 
• einfache Immobilisierungstechnik 
• hohe mechanische Stabilität und große Elastizität des immobilisierten Systems 
• einfache Abtrennung makroskopischer (> 1 mm) Enzym-Komponenten 
• definierte Partikelgröße des immobilisierten Systems 
 
Die Aktivität und die Enantioselektivität des freien und des immobilisierten Enzyms 
sollen in einem Puffersystem hinsichtlich folgender Punkte optimiert werden: 
 
• Optimierung der Reaktionsbedingungen 
• Ermittlung der kinetischen Konstanten 
• Optimierung der Immobilisierung 
• Übertragung der vorhergehenden Ergebnisse auf das immobilisierte System 
 
Abschließend soll dieses optimierte Biokatalysatorsystem auf seine Eignung im Zwei-




3 Theoretische Grundlagen 
3.1 Cyanhydrinsynthese 
Optisch aktive Cyanhydrine bieten ein sehr großes Synthesepotential. Sie können 
leicht in α-Hydroxycarbonsäuren [3-8], α-Hydroxyester [4], α-Hydroxyaldehyde [3-4, 
9-11], Acrolein [12-13] bzw. Diole und 1,2-Aminoalkohole [14-18] umgewandelt wer-
den, von denen eine große Zahl pharmazeutisch und biologisch aktiv ist. 
 
Zwar konnte mit (R)-Oxynitrilase ((R)-Mandelonitrilase) bereits ein breites Spektrum 
optisch aktiver (R)-Cyanhydrine dargestellt werden, doch sind die Ausbeuten des 
gewünschten Enantiomers im wässrigen Reaktionsmedium unbefriedigend. Die ge-
ringe optische Reinheit der Cyanhydrine ist dabei auf eine parallel ablaufende nich-























Abbildung 3-1: Enzymatische und spontane Cyanhydrinsynthese 
 
Da es bei diesem Reaktionstyp immer zu einer Konkurrenzreaktion zwischen enzy-
matischer und spontaner Reaktion kommt, ist es erforderlich, einen Reaktionssystem 
zu finden, in dem die enzymatische Reaktion abläuft, während die spontane Reaktion 
neben der enzymatischen Reaktion zu vernachlässigen ist. 
Kapitel 3 
 8
3.1.1 Nichtenzymatische Cyanhydrinsynthese 
Aufschlussreiche Hinweise über die Addition von Blausäure an Benzaldehyd ohne 
Anwesenheit des Enzyms konnten aus mechanistischen Arbeiten zur Cyanhydrinbil-
dung aus folgenden Artikeln erhalten werden [28-30]. Hiernach verläuft die chemi-
sche Addition von Blausäure an Carbonylverbindungen im wässrigen System unter 
schwach sauren Bedingungen proportional zu den Substratkonzentrationen gemäß 






















Abbildung 3-2: Reaktionsmechanismus der chemischen Cyanhydrinsynthese 
 
Die Reaktion ist, wie aus dem Mechanismus hervorgeht, in drei Phasen unterteilt, 
wobei der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt der nukleophile Angriff auf 
den positiv polarisierten Carbonylkohlenstoff ist. Die beiden anderen Schritte erfolgen 
schnell. 
 
Da die eigentliche Reaktion nicht von der Blausäure, sondern vom Cyanid-Anion 
ausgeht, ist die Reaktionsgeschwindigkeit der Umsetzung pH abhängig. Laut Litera-
tur [28-30] verläuft die Cyanhydrinsynthese im schwach sauren Medium am schnells-
ten. Verlangsamt ist sie im acideren Medium. Nahezu kein Umsatz ist im alkalischen 
Bereich feststellbar. Hier liegt die Blausäure zwar vollständig deprotoniert vor, doch 
aufgrund der höheren Affinität des Hydroxydions zum Benzaldehyd, reagieren die 
OH--Ionen gegenüber den Cyanidionen bevorzugt mit dem Aldehyd. Es kommt zur 
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Disproportionierung des Benzaldehyds zu Säure und Alkohol (CANNIZZARO-Oxidation-
Reduktion). Dieser Mechanismus wird im Folgenden näher erläutert.  
 
Bei Aldehyden, die in   -Stellung zur Carbonylgruppe kein Wasserstoffatom besitzen, 
tritt als Nebenreaktion im wässrigen alkalischem Milieu die CANNIZZARO-Reaktion auf. 
Die halbe Menge des Aldehyds wird zum primären Alkohol reduziert, die andere Hälf-

























Abbildung 3-3: CANNIZZARO-Reaktion am Beispiel von Benzaldehyd 
 
Der Reaktionsmechanismus der CANNIZZARO-Reaktion (Abbildung 3-3) beginnt mit 
der Addition des Hydrooxydanions an die Carbonylgruppe. Dieser Schritt erfolgt 
schnell und reversibel. Die Übertragung des Hydridions ist der geschwindigkeitsbe-
stimmende Folgeschritt. Anschließend wird ein Wasserstoffatom zwischen dem Alko-
holat und der Carbonsäure ausgetauscht. 
 
Bereits in den fünfziger Jahren untersuchten mehrere Arbeitsgruppen (ALBERTS; PRE-
LOG und WILHELM; HUSTEDT und PFEIL) den Einfluss chiraler Basen, insbesondere von 
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China-Alkaloiden, auf die asymmetrische Addition von Blausäure an Aldehyde [28-
30]. Allerdings konnte bei diesen Untersuchungen die Enantioselektivität nicht ermit-
telt werden, da der absolute Drehwert dieser Verbindungen nicht bekannt war. 
 
TSUBOYAMA [31] erhielt beim Einsatz eines (S)-Isobutylethylenimin-Polymers optisch 
aktives Benzaldehydcyanhydrin mit einem ee-Wert unter 20%. Durch den Einsatz von 
β-Cyclodextrin-Aldehyd-Komplexen [32] wurden Enantiomerenüberschüsse von nicht 
mehr als 32% erreicht. Auch durch die Verwendung eines von Ephedrin abgeleiteten 
chiralen Phasentransfer-Katalysators brachte keine große Verbesserung [33]. 
 
Cyanhydrine mit höherer optischer Reinheit erhielten INOUE und Mitarbeiter durch den 
Einsatz cyclischer Dipeptide als Katalysatoren für die asymmetrische Addition von 

























Abbildung 3-4: Asymmetrische Cyanhydrin-Synthese mit cyclischen Dipeptiden 
(R = Ph-, CH3(CH2)2-, CH3(CH2)3-, (CH3)2CH-, C6H11- 
 
Das Problem bei dieser Methode ist, dass die während der Reaktion gebildeten chira-
len Cyanhydrine unter dem Einfluss des basischen Dipeptids racemerisieren. Es wird 
nur bei geringen Umsätzen hohe optische Reinheiten erzielt. Für die Synthese von 
(R)-Mandelonitril erhielten die Autoren bei 40% Umsatz einen ee-Wert von 90%. Bei 
90% Umsatz erreichten sie dagegen nur noch ein ee-Wert von 21%. Die nach diesem 
Verfahren synthetisierten aliphatischen Cyanhydrine besitzen Enantiomerenüber-
schüsse zwischen 25% und 69% [37]. Führt man die Reaktion statt in Benzol in Tolu-
ol durch und erniedrigt gleichzeitig die Reaktionstemperatur auf -20°C, lassen sich 
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die Enantiomerenüberschüsse bei höheren Umsätzen bedeutend steigern. Für (R)-
Mandelsäurenitril wird in diesem Fall ein ee-Wert von 97% bei 97% Umsatz erreicht 
[39]. Für die weiterverarbeitende Industrie ist die erreichte Enantiomerenreinheit noch 
nicht ausreichend. Die technische Realisierung der Reaktion ist aufgrund der gewähl-
ten Reaktionsbedingungen zu aufwendig. 
 
Sehr gute chemische Ausbeuten und optische Reinheiten von Cyanhydrinen liefert 
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Abbildung 3-5: Asymmetrische Cyanhydrin-Synthese über Acetal-Template 
 
Auf diesem Weg können sowohl aromatische als auch aliphatische (R)-Cyanhydrine 
mit einer chemischen Ausbeute von 97% und einem ee-Wert von über 91% herge-
stellt werden [40]. 
 
Die Cyanosilylierung mit chiralen Titanreagenzien als Katalysator liefert ebenfalls 
sehr gute Enantiomerenüberschüsse, z.B. 96% ee beim Benzaldehydcyanhydrin [41-




















Molsieb 4A, Toluol, -65°C
 
 
Abbildung 3-6: Cyanosilylierung mit chiralen Titanreagenzien (R = Ph-, PhCH2-, PhCH2CH2, C8H17-) 
 
Auch optisch aktive Aminoaldehyde [44-45] und α-Hydroxyaldehyde [46, 9] konnten 
unter Lewis-Säure-Katalyse mit Trimethysilylcyanid bzw. Tributylzinncyanid [47] in 
hoher Diastereomerenausbeute zu optisch aktiven 3-Amino-2-hydroxynitrilen und 2,3-
Dihydroxynitrilen umgesetzt werden. 
 
3.1.2 Enzymatische Cyanhydrinsynthese 
3.1.2.1 Kinetische Racematspaltung mit Lipasen und Esterasen 
Eine weitere Methode zur Herstellung von chiralen Cyanhydrinen ist die kinetische 
Racematspaltung von Cyanhydrin-Estern mit Lipasen und Esterasen [48-49]. Durch 
asymmetrische Spaltung racemischer Cyanhydrin-Ester sind optisch aktive Cyan-















Abbildung 3-7: Kinetische Racematspaltung von Cyanhydrin-Estern mit Lipasen und Esterasen 
 
MATSUO und OHNO beschreiben die kinetische Racematspaltung von 2-Acetoxy-3-
aryloxypropionnitrilen mit einer Lipase aus Pseudomonas sp. Man erhält (S)-2- Ace-
toxy-3-   -naphthyloxypropionnitril, eine Vorstufe des  -Blockers (S)-Propanol, mit ei-




OHTA gelang mit Zellen des Mikroorganismus Bacillus coagulans die asymmetrische 
Hydrolyse von Estern des 2-Hydroxy-3-aryloxypropionnitrils in sehr guten optischen 

















Abbildung 3-8: Asymmetrische Hydrolyse von Estern des 2-Hydroxy-3-aryloxypropionnitrils 
 
SCHNEIDER und Mitarbeiter setzten ebenfalls mit einer Pseudomonas sp. Lipase eine 
Reihe aliphatischer und aromatischer Cyanhydrinacetate um. Die Enantiomerenaus-
beuten lagen zwischen 30% und >98% [52]. 
 
Penicillin-Acylase spaltet enantioselektiv die Phenylessigsäureester von 2-Furyl-
carbinolen mit 72% ee. 
 
WONG et al. setzten racemische freie Cyanhydrine mit Vinylacetat in Methylenchlorid 




















Abbildung 3-9: Umesterung des (R)-Phenylpropionaldehydcyanhydrins 
 
Diese irreversible Umesterung erbrachte im Falle des (R)-Phenylpropionaldehyd-
cyanhydrins einen Enantiomerenüberschuss von 98%. 
 
Die Hydrolyse von racemischen Cyanhydrin-Estern wird mit der Umesterung mit pri-
mären Alkoholen und der enantioselektiven Veresterung racemischer Cyanhydrine in 
Gegenwart verschiedener Lipasen in [54] verglichen. Durch eine dem jeweiligen Syn-
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theseproblem angepasste Vorgehensweise sind sowohl (R)- als auch (S)-Cyanhydri-
ne in guten Enantiomerenausbeuten zugänglich. 
 
Der Nachteil der oben aufgeführten Verfahren zur Herstellung von Cyanhydrinen ist 
die zu geringe Enantioselektivität. Mit der Entdeckung der Enzymsynthesen und de-
ren Möglichkeiten für die Katalyse wurde versucht, diese durch den Einsatz von Bio-
katalysatoren zu überwinden. 
 
3.1.2.2 (R)-Oxynitrilase katalysierte Synthese von (R)-Cyanhydrinen 
Das Enzym (R)-Oxynitrilase [E.C. 4.1.2.10] aus Prunus amygdalus, den Bitterman-
deln, ist eines der am längsten bekannten Enzyme [23]. Das Enzym wurde bereits 
1908 von ROSENTHALER als Bestandteil des Enzymkomplexes Emulsin, der zusätzlich 
noch β-Glucosidase- und β-Galactosidaseaktivität besitzt, beschrieben. NORDEFELDT 
sowie ALBERS et al. haben Entscheidendes zur Kenntnis des Ferments beigetragen. 
Insbesondere verdankt man ALBERS die Ausarbeitung von verlässlichen Testmetho-
den und Vorschläge zur Reinigung der (R)-Oxynitrilase [19, 21]. Aber erst im Jahre 
1963 gelang es PFEIL, die (R)-Oxynitrilase in größeren Mengen zu isolieren und zu 
charakterisieren [24]. 
 
Als Emulsinkomplex ist die (R)-Oxynitrilase in der Pflanzenwelt weit verbreitet. Sie 
kommt außer in Bittermandeln noch in Früchten aus der Familie der Prunoidae, z.B. 
Süßmandeln, Pflaumen, Schlehe, Kirsche, Pfirsich, Aprikose und der Maloidae z.B. 
Apfel, japanische Zierquitte und Quitte vor [55, 56]. 
 
Allen der oben aufgeführten Pflanzen gemeinsam sind die cyanogenen Glycoside 
Amygdalin und Prunasin, die (R)-Benzaldehydcyanhydrin als Aglycon gebunden an 






























Abbildung 3-10: Strukturformeln von Amygdalin und Prunasin 
 
Die im Emulsinkomplex vorhandene Glycosidase spaltet zunächst Amygdalin bzw. 
Prunasin in (R)-Benzaldehydcyanhydrin und Glucose. Anschließend katalysiert die 
(R)-Oxynitrilase die Spaltung des (R)-Benzaldehydcyanhydrins in Benzaldehyd und 
Blausäure (Abbildung 3-11). Somit ist Benzaldehyd das natürliche Substrat des En-
























Abbildung 3-11: Enzymatische Spaltung des Prunasins 
 
Die (R)-Oxynitrilase ist ein Flavoprotein mit Flavin-Adenin-Dinucleotid (FAD) als 
prosthetischer Gruppe [24, 56]. Über die Struktur und die Funktionsweise des En-
zyms ist nur wenig bekannt. Die gelbe Farbe der Enzymlösung lässt sich auf das im 
Molekül enthaltene Flavin (7,8-Dimethylisalloxazin) zurückführen [24]. Bei der Abspal-
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tung des Cofaktors verliert das Enzym seine Aktivität und damit auch seine Färbung 
[57, 58]. 
 
Das Molekulargewicht des Enzyms (R)-Oxynitrilase beträgt 57-59 kDa. Sie ist ein 
Glycoprotein, das α-D-Glucosyl- und α-D-Mannosylreste als Kohlenhydratseitenkette 
besitzt [59]. 
 
Die (R)-Oxynitrilase kann direkt aus Bittermandeln oder vorteilhafter aus entfetteter 
Mandelkernkleie (Placenta amygdalarum amararum), die bei der Mandelölgewinnung 
als Pressrückstand anfällt, gewonnen werden [60]. 
 
In der vorliegenden Arbeit wurde das Enzym von den Firmen ASA (ASA SPEZIAL ENZY-
ME GMBH; Braunschweig), ROCHE (ROCHE DIAGNOSTICS GMBH, Penzberg) und SIGMA-
ALDRICH (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH; Schnelldorf) bezogen. 
 
3.1.2.2.1 Synthese in wässrigen Systemen 
Chirale Cyanhydrine können durch die mit (R)-Oxynitrilase katalysierte Addition von 
Blausäure an Aldehyde in hohen chemischen und optischen Ausbeuten gewonnen 













Abbildung 3-12: Enzymatische Cyanhydrinsynthese 
 
Ab Anfang der 60er Jahre untersuchte PFEIL mit seiner Arbeitsgruppe die enzymati-
sche Cyanhydrinsynthese in wässrigem-, bzw. 50% alkoholischem Acetatpuffer (pH-
Wert zwischen 4,8 und 5,4) [62]. Mit dem nativen und immobilisierten Enzym wurden 
neben dem natürlichen Substrat Benzaldehyd eine Vielzahl anderer, sowohl aromati-
scher als auch heterocyclischer und aliphatischer Aldehyde umgesetzt. Da damals 
nur der Drehwert des reinen (R)-Mandelsäurenitrils bekannt war, konnten über die 
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optischen Ausbeuten der anderen Cyanhydrine keine Aussage gemacht werden. Für 
(R)-Mandelsäurenitril wurde ein ee-Wert von 92% gemessen. 
 
Mit dem von BECKER und PFEIL etablierten wässrigen Reaktionsmilieu erhielten ande-
re Autoren mit nichtnatürlichen Substraten des Enzyms, die längere Reaktionszeiten 
erfordern, unbefriedigende Enantiomerenüberschüsse. Die geringe optische Reinheit 
dieser Cyanhydrine ist darauf zurückzuführen, dass unter diesen Reaktionsbedin-
gungen parallel eine nichtenzymatische Reaktion abläuft, die zu Racematen und so-
mit zu geringen Enantiomerenüberschüssen führt. 
 
Die Unterdrückung der unkatalysierten Reaktion kann u. a. durch die Durchführung 
der Reaktion in sauren wässrigen Systemen erreicht werden [63-64]. pH-Werte unter 
drei führen jedoch zu einer starken Deaktivierung des Enzyms. Es können auf die-
sem Weg bei gut wasserlöslichen Substraten hohe Enantiomerenausbeuten erzielt 
werden. Wasserunlösliche Substrate lassen sich jedoch so nicht erfolgreich umset-
zen, da aufgrund der geringen Löslichkeit von hydrophoben Substraten in wässrigen 
Reaktionsmedien eine biokatalytische Reaktion oft wegen der damit einhergehenden 
geringen Reaktionsgeschwindigkeit limitiert ist. Dieses Problem lösten EFFENBERGER 
et al. [65] dadurch, dass sie die enzymatische Reaktion in einem Zwei-Phasen-
System (organisches/wässriges System) durchführten. 
 
3.1.2.2.2 Synthese in organischen Lösungsmitteln 
Bei der Durchführung der durch (R)-Oxynitrilase katalysierter Addition von Blausäure 
an Aldehyde in organischen Lösungsmitteln wurden sehr hohe chemische Ausbeuten 
und Enantiomerenüberschüsse erreicht. Diese Vorgehensweise bietet entscheidende 
Vorteile im Vergleich zur Synthese in wässrigen Systemen. Durch Zurückdrängen der 
unkatalysierten Addition von Blausäure an Aldehyde sind höhere Enantiomerenüber-
schüsse möglich. Sowohl die Substrate als auch das Produkt sind gut in organischen 
Lösungsmitteln löslich, d. h. auch schwer wasserlösliche Substrate können erfolg-
reich umgesetzt werden. Als Lösungsmittel für die enzymkatalysierte Cyanhydrin-
synthese eignen sich Essigsäureethylester [26] sowie Diisopropylether [66]. Zwar 
führt die enzymatische Reaktion in Gegenwart organischer Lösungsmittel zu optisch 
hochreinen Cyanhydrinen, doch ist diese Variante nach heutigem Wissensstand für 
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die Industrie ökonomisch uninteressant. Die Enzymkosten sind in diesem Fall im Un-
terschied zur Stärkeverzuckerung ein entscheidender Faktor bei den Produktionskos-
ten. Auf die Stärkeverzuckerung wird auf Seite 32 näher eingegangen. Aus diesem 
Grund muss eine Wiederverwendung der Enzyme in Betracht gezogen werden. Auch 
bei der Stärkeverzuckerung werden die eingesetzten Enzyme im Prozess deaktiviert, 
da sie aber sehr preisgünstig sind, ist eine Wiederverwertbarkeit in diesem Fall nicht 
nötig. 
 
Für den Wiedereinsatz muss erst die Stabilität der Biokatalysatoren untersucht wer-
den. Auch muss eine preisgünstige Methode für die Enzymrückgewinnung gefunden 
werden. 
 
Eine Wiedergewinnung der Enzyme mit den bei der Herstellung verwendeten Metho-
den (Chromatographie, Ultrafiltration) ist im Allgemeinen zu teuer. Kostengünstiger 
sind Methoden, die eine Vergrößerung des Molekulargewichts des Enzyms bewirken. 
Die so vergrößerten Biokatalysatoren können von Prozessbeginn an zurückgehalten 
werden und müssen nicht nachträglich wiedergewonnen werden. Die Einsparungen 
an zusätzlichen Prozessschritten führen zu einer höheren Rentabilität des Prozesses 
und können zur Marktfähigkeit des enzymatisch katalysierten Produktes führen. 
 
3.2 Immobilisierung von Biokatalysatoren 
Die Immobilisierung von Enzymen ist ein biotechnologisches Verfahren, das zuneh-
mend an Bedeutung gewinnt [27]. Hierbei werden die normalerweise wasserlöslichen 
Enzyme mit einer wasserunlöslichen Substanz verknüpft, sodass sie ihre freie Be-
weglichkeit verlieren. Dies führt zu einer Verlagerung der katalytischen Aktivität von 
submikroskopisch und mikroskopisch kleinen Einheiten in makroskopisch fassbare 
Partikeln. Solche immobilisierten Enzyme lassen sich mitsamt ihrer Trägersubstanz 
durch einfache Methoden wieder von der Reaktionslösung trennen und daher mehr-
fach verwenden, was bei sehr teuren Enzymen hilft, die Kosten zu senken. 
 
Lange bevor die Immobilisierungstechniken als solche bekannt waren, wurden bereits 
immobilisierte Biokatalysatoren in der Praxis eingesetzt. Um 1815 konnte man effek-
tiv Essig herstellen, indem man alkoholhaltige Lösungen über Holzspäne rieseln ließ. 
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Dies geschah rein empirisch. Man wusste nicht, dass hierdurch ein Anhaften von Es-
sigsäurebakterien auf den Holzspänen eingeleitet wird. Bis in die 60er Jahre unseres 
Jahrhunderts fanden die spärlichen Publikationen zur Enzymimmobilisierung wenig 
Beachtung. Das dann einsetzende industrielle Interesse änderte jedoch die Situation 
tief greifend, was sich nicht zuletzt in einem sprunghaften Anstieg entsprechender 
Publikationen zeigte. Zur ersten industriellen Anwendung kam es 1969, als eine ja-
panische Firma immobilisierte L-Amino-Acylase zur Trennung eines Gemisches aus 
L- und D-Aminosäuren nutzte. 
 
3.2.1 Immobilisierungsmethoden 
Zwei grundsätzliche Methoden sind bei der Immobilisierung zu unterscheiden: die 
Immobilisierung durch Kopplung und die Immobilisierung durch Einschluss. Beide 





















Abbildung 3-13: Immobilisierungsmethoden [27] 
 
In Abbildung 3-14 sind die einzelnen Methoden schematisch dargestellt, um sich ein 
besseres Bild von der Struktur machen zu können. 
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Abbildung 3-14: Schematische Darstellung der Immobilisierungsmethoden (E = Enzym, C = Spacer) 
[27, 71-74] 
 
3.2.1.1 Immobilisierung durch Kopplung 
3.2.1.1.1 Trägerbindung 
Die einfachste Form der Immobilisierung ist die Bindung eines Biokatalysators an 
einen Träger. Die Bindung an einen Träger erfolgt durch Adsorption, Ionenbindung 
oder kovalente Bindung (Abbildung 3-14). 
 
Adsorptive Bindung: Hierbei wird das Enzym durch physikalische Kräfte (van-der-
Waals-Kräfte) an wasserunlösliche Trägerstoffe (z.B. Tone, Silicagele, modifizierte 
Dextrane) gebunden. Vorteile dieser Methode sind die einfache Durchführbarkeit die-
ser Immobilisierungstechnik und die Beibehaltung der Proteinkonformation durch die 
geringen Wechselwirkungskräfte. Ein Nachteil sind die relativ schwachen Bindungs-
kräfte. Die adsorbierten Biokatalysatoren können sowohl durch Temperatur- und pH-
Wertschwankungen als auch durch Änderungen in der Substrat- und Ionenkonzentra-




Ionische Bindung: Die Bindung an feste Träger erfolgt hier über ionische Kräfte zwi-
schen der Oberfläche des Trägermaterials und der geladenen Gruppen der Proteine. 
Basische und saure Ionenaustauscherharze sind geeignete Träger. Die Vor- und 
Nachteile entsprechen denen der adsorptiven Bindung. Die Beeinflussung der Bin-
dung durch äußere Faktoren ist erheblich. So können Änderungen im pH-Wert zur 
Abtrennung der Proteine führen, da die Ladung der funktionellen Gruppen geändert 
wird [27]. 
 
Kovalente Anbindung: Hierbei kommt es zwischen dem Träger und dem Enzym zur 
Ausbildung gemeinsamer Elektronenpaare. Aus diesem Grund gilt diese Methode als 
stabilste Immobilisierungstechnik. Meist wird ein aktivierter Träger eingesetzt, der mit 
den in Aminosäuren vorkommenden Sulfhydryl-, Carboxyl-, Hydroxyl-, Imidazol- oder 
Phenolgruppen des Biokatalysators reagiert. Nachteil ist die starke Belastung der 
Biokatalysatoren durch die extreme Immobilisierungsprozedur, welche zu starken 
Konformationsänderungen und damit zu Aktivitätsverlusten führen kann [70]. 
 
3.2.1.1.2 Quervernetzung 
Durch Quervernetzung werden ebenfalls vergrößerte Partikel mit hoher katalytischer 
Aktivität hergestellt. Hierbei werden die einzelnen Biokatalysatoreinheiten durch bi- 
oder polyfunktionelle Reagenzien miteinander verbunden. Entweder wird der Biokata-
lysator direkt mit sich selbst quervernetzt oder aber über einen geeigneten Spacer 
(Abbildung 3-14). Das zum Quervernetzen mit Abstand am häufigsten verwendete 
bifunktionelle Reagenz ist Glutardialdehyd [27, 75]. 
 
3.2.1.2 Immobilisierung durch Einschluss 
3.2.1.2.1 Membranabtrennung 
Bei der Membranabtrennung wird der Biokatalysator durch semipermeable Membra-
nen zurückgehalten. Zu diesen Immobilisierungsmethoden gehören unterschiedliche 





Bei diesem Verfahren werden die Biokatalysatoren in eine Matrix eingebettet, die ei-
nen Zutritt von Substraten und das Austreten der gebildeten Produkte zulässt [76]. 
Der Geleinschluss ist Gegenstand dieser Arbeit und soll aus diesem Grund näher 
betrachtet werden. 
 
Der Einschluss von Biokatalysatoren in Gelen ist ein weit verbreitetes Verfahren in 
der Biotechnologie, der Medizin und der Lebensmitteltechnologie. Für den Einschluss 
von Biokatalysatoren ist eine Vielzahl von Materialien untersucht worden. Neben syn-
thetischen Polymeren wie etwa Polyurethanen oder Polyvinylalkohol (PVA) sind vor 
allem natürliche Polymere weit verbreitet. Hier sind in erster Linie Alginat, Agar, Pek-
tin, Carrageenan und Chitosan zu nennen [77-82]. 
 
Vielfach werden natürliche Polymere bevorzugt, da man eine gute Verträglichkeit mit 
dem Biokatalysator erwartet. Dem gegenüber stehen verschiedene Nachteile, so et-
wa die oft geringe mechanische Stabilität der Immobilisate [83] sowie die biologische 
Abbaubarkeit, die meist zu einer sterilen Prozessführung zwingt [84-85, 138]. 
 
Im Vergleich dazu sind Gele auf Basis von PVA oder Polyurethanen, z.B. Polycarba-
moylsulfonat (PCS), mechanisch deutlich stabiler. Eine gute mechanische Stabilität 
des immobilisierten Biokatalysators ist die Voraussetzung für lange Standzeiten im 
Reaktor [86-88]. 
 
3.2.2 Polyvinylalkohol als Immobilisierungsmatrix 
3.2.2.1 Polyvinylalkohol 
Polyvinylalkohol ist heute ein technisches Massenprodukt, das vielfältige Anwendung 
z.B. in der Textil-, Papier- Folien-, Klebstoff-, Keramik-, Lack-; Farben- und Verpa-





PVA ist aus 1,3-Glykoleinheiten aufgebaut. Seine Eigenschaften, beispielsweise die 
Viskosität, werden hautsächlich durch seinen Polymerisations- und Hydrolysegrad 
bestimmt. PVA wird durch Hydrolyse von Polyvinylacetat hergestellt [94, 116-117]. 
Bei der Herstellung wird zunächst in Methanol Vinylacetat zu Polyvinylacetat (PVAc) 
polymerisiert. Nachfolgend wird aus PVAc durch Abspalten der Acetatgruppen Poly-
vinylalkohol hergestellt [126-127]. Dies erfolgt entweder durch alkalische Alkoholyse 
mit Methanol oder durch rein alkalische Hydrolyse in Wasser. Polyvinylalkohol wird 
sowohl teil- als auch vollverseift (Abbildung 3-15). 
 
OH OH O O OH OH OH
 
 
Abbildung 3-15: Ausschnitt eines teil- (links) und eines vollverseiften (rechts) Polyvinylalkohols  
[126, 93] 
 
Bei einem Hydrolysegrad von 88 % zeigt PVA die beste Löslichkeit [90-94]. Da die 
anwendungstechnischen Eigenschaften des PVA in erster Linie von dem Molekular-
gewicht und dem verbliebenen Anteil an Acetylgruppen abhängen, sind die techni-
schen Herstellungsverfahren auf eine genaue Einhaltung dieser Kenndaten ausge-
richtet [94]. 
 
3.2.2.2 Hydrogele aus Polyvinylalkohol 
Als Hydrogele werden Wasser enthaltende Gele auf der Basis hydrophiler, aber was-
serunlöslicher Polymere bezeichnet, die als dreidimensionales Netzwerk vorliegen. In 
Wasser quellen diese Polymere bis zu einem Gleichgewicht-Volumen unter Former-
haltung auf. 
 
Die Netzwerk-Bildung erfolgt vorwiegend über kovalente Verknüpfungen der Polyme-
re, ist aber auch über elektrostatische, hydrophobe oder Dipol/Dipol-Wechsel-
wirkungen zwischen einzelnen Segmenten der Polymerketten möglich. Die notwendi-




Über die Wahl der zum Polymeraufbau verwendeten Monomere, die Art der Vernet-
zung und die Vernetzungsdichte können gewünschte Eigenschaften der Hydrogele 
gezielt eingestellt werden. Hydrogele sind im Allgemeinen gut verträglich mit leben-
den Geweben. Die Fähigkeit, Wasser ohne Form- und Festigkeitsverlust aufzuneh-
men, ist für natürliche, z.B. in Muskeln vorkommende, Hydrogele von Bedeutung. 
 
Die Nahordnung der PVA-Ketten im festen Zustand wird beim Lösen in warmem 
Wasser durch Solvatation der Hydroxylgruppen mit Wassermolekülen aufgebrochen, 
wodurch eine viskose Lösung entsteht. Lässt man eine konzentrierte PVA-Lösung 
stehen, so lässt sich nach einiger Zeit ein Viskositätsanstieg beobachten, der bis zu 
einer Gelierung führen kann [94]. Die Hydrogelierung beruht darauf, dass sich in eini-
gen Bereichen die Polymerketten durch Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindun-
gen zwischen den Hydroxylgruppen wieder aneinanderlagern, allerdings nicht in dem 













Abbildung 3-16: Gelbildung durch Wasserstoffbrückenbindung [94] 
 
Es sind verschiedene Methoden zur Bildung von PVA-Hydrogelen beschrieben wor-
den. Eine der wichtigsten Methoden ist die Gelierung durch Temperaturverringerung 
(Einfrieren) gefolgt von einem langsamen Auftauvorgang. Durch diese Kryogelierung, 
allgemein als Freeze-Thaw-Methode bekannt, können stabile Hydrogele erzeugt 
werden [82, 88]. Bei dem Mechanismus der Gelierung wird davon ausgegangen, 
dass durch das Ausfrieren des Wassers die Konzentration des PVAs in den nicht ge-
frorenen Bereich so sehr erhöht wird, dass dadurch die Polymerketten über Wasser-
stoffbrückenbindungen miteinander in Wechselwirkung treffen [118-119]. Eine sche-
matische Darstellung der Kryogelierung von PVA zeigt die Abbildung 3-17. 
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Abbildung 3-17: Schematische Darstellung der Kryogelierung von PVA [127] 
 
Die Stabilität der Freeze-Thaw-Gele lässt sich durch wiederholtes Einfrieren und Auf-
tauen deutlich erhöhen [120]. Besonders wichtig ist dabei ein langsames Auftauen 
[118, 121]. Durch den Zusatz von Alkohol oder Polyolen, z.B. Ethanol, Ethylenglycol, 
Glycerin oder Polyethylenglycol (PEG), zu den wässrigen PVA-Lösungen entstehen 
auch bei nur einmaligem Einfrieren bereits Gele mit hoher Stabilität und sehr guten 
mechanischen Eigenschaften [121-123]. Die Gelierung wird insbesondere bei der 
Verwendung von PEG als Zusatzstoff durch das Phänomen der spinodalen Dekom-













Abbildung 3-18: Gelierungsarten und REM-Aufnahmen [127] 
 
Dabei wird durch die Abkühlung der wässrigen PVA-PEG-Lösung eine flüssig-flüssig-
Phasentrennung initiiert, die zur Ausbildung einer PVA-reichen und einer PVA-armen 
Mikrophase führt [76]. In der PVA-reichen Mikrophase ist dann die Ausbildung der 
Wasserstoffbrückenbindungen aufgrund der räumlichen Nähe ermöglicht [123]. 
 
Von besonderer Wichtigkeit für die Stabilität der Gele ist darüber hinaus der Versei-
fungsgrad des PVAs. Hierfür ist ein Deacetylierungsgrad von mindestens 83 % erfor-
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derlich, da sich anderenfalls amorphe Bereiche ausbilden können, die ein Zustande-
kommen von linearen Strukturen mit Wasserstoffbrückenbindungen verhindern. 
 
Hinreichend stabile Gele lassen sich nur mit vollverseiftem PVA (Verseifungsgrad > 
98 %) herstellen, da ansonsten die Restacetatgruppen die notwendige Annährung 
der Polymerketten zur Ausbildung der Wasserstoffbrückenbindungen sterisch behin-
dern [118-119]. 
 
Sowohl die notwendige niedrige Temperatur von - 20°C als auch die lange Dauer des 
Immobilisierungsvorganges kann zu einer Schädigung besonders bei empfindlichen 
Biokatalysatoren führen. 
 
Um dennoch die positiven Eigenschaften von Polyvinylalkohol für die Einschlussim-
mobilisierung von Biokatalysatoren nutzen zu können, wurde ein Verfahren zur 
schnellen Herstellung stabiler PVA-Gele bei Raumtemperatur entwickelt [95]. Dabei 
wird die Gelierung durch den Zusatz von Polyethylenglycol und anschließender 
Trocknung bis zu einer definierten Restfeuchte erreicht. Es können verschiedene 
Formen der Hydrogele, unter anderem auch Linsen (LentiKats®), hergestellt werden. 
 
3.2.2.3 Linsenförmige PVA Hydrogelpartikel-LentiKats® 
Neben der Nutzung von PVA als kostengünstige sowie mechanisch stabile Gelkom-
ponente weisen LentiKats® (Abbildung 3-19) eine Reihe weiterer Vorteile auf. 
 
 
200 – 400 µm
3 – 4 mm
 
 
Abbildung 3-19: Foto und Skizze von LentiKats® 
 
Aufgrund des relativ großen Durchmessers von 3 bis 4 mm sind die Partikel problem-
los von der Reaktionslösung abzutrennen. Die Rückhaltung in kontinuierlich betriebe-
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nen Systemen ist damit einfach zu erreichen. Durch die geringe Dicke der Gelschei-
ben von nur 200 bis 400 µm und den geringen Anteil an Polymerstegen sind die Dif-
fusionseigenschaften sehr günstig. 
Wegen der einfachen Herstellung, insbesondere durch den geringen Zeitbedarf und 
die milden Herstellungsbedingungen, sind LentiKats® sehr gut für die Immobilisierung 
empfindlicher Biokatalysatoren geeignet [95]. 
 
3.2.3 Immobilisierungsmethoden für (R)-Oxynitrilase 
Die Herstellung von chiralen Cyanhydrinen unter Verwendung einer an ein Ionenaus-
tauscherharz gebundenen (R)-Oxynitrilase wird in dem Patent DE PS 13 00 111 be-
schrieben [97]. Da bei dieser Methode der Wert für die Enantioselektivität unter 90% 
liegt, kommt dieses Verfahren für einen technischen Einsatz nicht in Frage. 
 
Eine Verbesserung der Enantioselektivität kann dadurch erzielt werden, dass die Cy-
anhydrinsynthese in Gegenwart einer an einen Träger immobilisierten (R)-
Oxynitrilase in Essigsäureethylester bei einem pH-Werte von 5,4 durchgeführt wird 
[98]. Allerdings ist die Enzymstabilität, wie generell in organischen Medien, stark 
vermindert [99]. 
 
Gill et al. erzielten bei der Immobilisierung von (R)-Oxynitrilase ebenfalls eine geringe 
Langzeitstabilität [100]. Demnach liegt der Aktivitätsverlust nach 322 h bei 87%. 
 
Aus dem US-Patent 4. 859. 784 ist bekannt, dass die Immobilisierung durch Bindung 
der (R)-Oxynitrilase an Glasoberflächen, Ionenaustauscherharzen oder an Cellulose-
Partikel erfolgen kann [101]. Allerdings wird im US-Patent 5.177.242 dargelegt, dass 
bei Verwendung so immobilisierter (R)-Oxynitrilase eine lange Verweilzeit der Reak-
tanden (5 bis 6 Tagen) benötigt wird [102]. 
 
Eine weitere Immobilisierungsmethode für (R)-Oxynitrilase ist die Einbindung des 
Enzyms in Flüssigkristalle, die dann in einem Mehrphasen-Prozess zur Synthese chi-
raler Cyanhydrine eingesetzt werden [103]. Diese Methode wird bevorzugt in kontinu-




Bei der Sol-Gel-Immobilisierung (Gelatine- oder Si-basierende Methode) werden die 
Trägerimmobilisate in leicht brüchiger Pulverform und somit in nicht definierter 
makroskopischer Größe hergestellt. Bei den Gelatine-Gel-immobilisierten Enzymen, 
deren Partikelgröße sich zwischen 0,3 und 0,5 mm bewegt, was zu Filtrationsproble-
men führt, kann zudem nicht im wässrigen Systemen gearbeitet werden [104-105]. 
Nachteil der Si-basierten Immobilisate ist die nicht definierte makroskopische Größe, 
die hohe Porosität, die geringe Elastizität, der hohe Aktivitätsverlust und die ökono-
misch aufwändige Herstellung [100]. 
 
Darüber hinaus sind noch eine Reihe weiterer Methoden zur Immobilisierung von (R)-
Oxynitrilase entwickelt worden. Dennoch kamen diese Methoden bisher für den tech-
nischen Einsatz nicht in Frage, weil die bisherigen Immobilisierungsmethoden folgen-
de Nachteile aufweisen: 
 
• geringe Langzeitstabilität,  
• geringe Abriebsfestigkeit und eingeschränkte mechanische Stabilität, 
• Katalysatorleaching,  
• geringe Partikelgröße (Filtrationsprobleme) und  
• aufwändige und teure Herstellungstechnik. 
 
Im Gegensatz zu diesem Enzym ist aufgrund der hohen Kosten von Biokatalysatoren 
die Immobilisierung von einigen Biokatalysatoren sehr gut untersucht. Industriell ha-
ben sich die Immobilisierung von Glucoseisomerase, Penicillinamidase und L- Ami-
nosäure-Dehydrogenasen auf Trägern aber auch die Immobilisierung von Enzymen 
zur Online-Analytik in Biosensoren mittlerweile etabliert [112, 144-145]. Da neben 
existieren viele Immobilisierungsarten von Hefe, die für unterschiedliche Anwendun-
gen eingesetzt werden [27, 110]. 
 
3.2.4 Industrielle Verfahren mit immobilisierten Biokatalysatoren 
Die ersten technischen Verfahren mit immobilisierten Zellen wurden empirisch opti-
miert und werden noch heute eingesetzt, wie z.B. die Abwasserreinigung im Tropf-
körper. Durch Immobilisierung von anaeroben Kulturen auf z.B. Sinterglasschwäm-
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men und dem damit verbundenen Aufkonzentrieren der Biomasse lässt sich in neue-
ren Verfahren auch die anaerobe Abwasserreinigung erheblich beschleunigen. 
Ebenfalls ein altes Verfahren ist die Essig-Fabrikation mit dem Fesselverfahren. Von 
den neuen Prozessen mit gezielter Immobilisierung haben sich bisher nur relativ we-
nige in großtechnischem Maßstab bewährt [96]. 
 
Im Nahrungsmittelbereich ist der Einsatz von Zellen, die das Enzym Glucose-
Isomerase besitzen, das wichtigste Verfahren zur Produktion von fructosehaltigem 
Sirup. Die Halbwertzeit für die immobilisierte Isomerase beträgt im technischen Ein-
satz 70 – 120 Tage. In Jahre 2001 wurden weltweit mit dieser Methode ca. 11 × 106 t 
Isosirup produziert. Zur Glucose-Herstellung aus Stärke wird ebenfalls Glucoamylase 
versuchsweise immobilisiert eingesetzt. Die Spaltung von Lactose mit Hilfe der im-
mobilisierten   -Galactosidase aus Hefen zu Glucose und Galactose ist in einigen 
Ländern verwirklicht [96]. 
 
Im Lebensmittelbereich ist ein Verfahren etabliert, bei dem mit Hilfe von in Calciumal-
ginatkugeln immobilisierten Zellen des Bakteriums Protaminobacter rubrum eine en-
zymatische Umlagerung (Transglucosidierung) von Saccharose zu Isomaltulose (Pa-
latinose) erfolgt, die in einem zweiten Schritt zu Isomalt (Palatinit) hydriert wird. Die 
Südzucker AG Mannheim/Ochsenfurt stellte im Jahre 2000 35.000 Tonnen des Zu-
ckeraustauschstoffes Isomalt im Jahr her [124]. 
 
Weitere technische Verfahren mit immobilisierten Systemen gibt es bei der Amino-




3.3 Die Kinetik enzymkatalysierter Reaktionen 
Enzyme wirken auf die Geschwindigkeit der Gleichgewichtseinstellung einer chemi-
schen Reaktion ein. Nur bei wenigen Enzymen konnte der exakte Reaktionsmecha-
nismus annähernd aufgeklärt werden. Es gibt jedoch verschiedene Modelle, die die 
Enzymkinetik durch Vereinfachungen gut beschreiben. Für die häufigsten Umsetzun-
gen durch Enzyme hat sich die MICHAELIS-MENTEN-Kinetik etabliert [128, 135]. 
 
3.3.1 Ein-Substrat-Kinetik 
Im einfachsten Fall, in dem nur ein Substrat umgesetzt wird, lässt sich die Abhängig-
keit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration mit Hilfe der von 
MICHAELIS und MENTEN angegebenen Gleichung beschreiben [67]. 
 
Einfluss der Inhibitoren auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
Die Beeinträchtigung der Enzym-Katalyse durch Inhibitoren ist für verschiedene Be-
reiche der Biowissenschaften von sehr großem Interesse, da die Effekte vieler Wirk-
stoffe auf einer Hemmung oder Inaktivierung von Enzymen beruhen. Die Beeinträch-
tigung der katalytischen Funktion von Enzymen kann in folgende drei Hauptgruppen 
unterteilt werden: 
 
• Denaturierung: Irreversibler Verlust der räumlichen Struktur und der biolo-
gisch aktiven Konformation. Denaturierung wird meistens durch Erhitzen oder 
den Einsatz starker Säuren oder Laugen erreicht [68]. 
• Irreversible Hemmung: Ein Inhibitor verbindet sich irreversibel mit dem En-
zym, zumeist mit einem Teil des katalytischen Zentrums, und blockiert dessen 
katalytische Aktivität [68]. 
• Reversible Hemmung: Enzym-Hemmung, die durch Entfernen des Inhibitors, 
z.B. durch Dialyse, wieder beseitigt werden kann [68]. 
 
Im Folgenden werden reversible Hemmtypen beschrieben. 
 
• Kompetitive Hemmung: Ein Inhibitor lagert sich an das aktive Zentrum an. 
• Nichtkompetitive Hemmung: Ein Inhibitor lagert sich an das Enzym bzw.  
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an den Enzymsubstratkomplex außerhalb des aktiven Zentrums an. 
• Unkompetitive Hemmung: Inhibitor lagert sich an den Enzymsubstratkom-
plex an. 
• Partiel-Kompetitive Hemmung: Inhibitor lagert sich ebenfalls an das freie 
Enzym und an den Enzym-Substrat-Komplex. Im Unterschied zur nichtkompe-
titiven Hemmung beeinflusst aber der Hemmstoff die Katalyse nicht [68]. 
 
3.3.2 Zwei-Substrat-Kinetik  
Die Reaktionsschemata der Mehrsubstrat-Reaktionen sind vielfältiger als bei den Ein-
Substrat-Reaktionen. Die Interpretation von Inhibierungseffekten bei Mehrsubstrat-
Reaktionen ist durch die Vielzahl an Faktoren deutlich schwieriger, oft sogar unmög-
lich [69]. Die folgende Diskussion bleibt auf die Zwei-Substrat-Reaktionen be-
schränkt, da in dieser Arbeit eine solche Reaktion betrachtet wird [70]. 
 
Bei der Michaelis-Menten-Kinetik wird die Beteiligung nur eines Substrates am Um-
satz angenommen. Tatsächlich sind die meisten durch natürlich vorkommende En-
zyme katalysierten Reaktionen aber Zwei-Substrat-Reaktionen. Eine Möglichkeit, 
Zwei-Substrat-Reaktionen zu betrachten, ist die Vereinfachung des Systems auf eine 
Pseudo-Ein-Substrat-Kinetik, da bei der Ermittlung der kinetischen Daten ein Substrat 
in Sättigungsmenge vorgegeben wird. Als Ergebnis können nur die kinetischen Kon-
stanten bezüglich des jeweils variierten Substrats bestimmt werden. Zu erwähnen ist 
hier, dass der Michaelis-Menten-Ansatz für zwei Substrate keinerlei Auskunft über 
den Mechanismus einer enzymkatalysierten Reaktion gibt. Es ist ein formalkineti-
scher Ansatz, um die Reaktion zu beschreiben. Der wesentliche Vorteil der Michelis-
Menten-Kinetik ist die anschauliche Bedeutung der kinetischen Parameter, die auch 
zur Beschreibung realer Reaktoren ausreichend sind. Mechanistische Modelle be-
schreiben die Enzymkinetik durch den Reaktionsmechanismus mit allen Teilschritten 
in der korrekten, zeitlichen Reihenfolge. Bei Enzymen, die zwei Substrate benötigen, 
kommen mehrere Modelle in Frage, die sich durch die Bindungs- und Ablösereihen-
folge der beteiligten Substrate und Produkte im aktiven Zentrum unterscheiden [109]. 
Die kinetischen Mechanismen der Zwei-Substrat-Reaktionen lassen sich in zwei gro-




Ping-Pong-Mechanismus: Als Ping-Pong-Mechanismus wird die Reaktionsfolge 
bezeichnet, bei der zunächst das eine Substrat bindet und in sein Produkt umgewan-
delt wird. Danach lagert sich das zweite Substrat an und reagiert. Das Enzym wech-
selt dabei zwischen zwei oder mehreren stabilen Formen hin und her. 
 
Sequenzieller Mechanismus: Der sequenzielle Mechanismus lässt sich weiter da-
nach differenzieren, in welcher Reihenfolge die Anlagerung der Substratmoleküle 
erfolgt: 
 
• in stets gleicher Reihenfolge (geordnet, obligatorisch, engl. order)  
• Ordered-Bi-Bi-Mechanismus 
• in zufälliger Reihenfolge (Zufall, engl. random) 
• Random-Bi-Bi-Mechanismus [70] 
 
Ein Ordered-Mechanismus liegt vor, wenn zunächst das eine Substrat binden muss, 
damit sich das zweite Substrat anlagern kann. Dieser Reaktionsmechanismus ist 
häufig bei Dehydrogenasen anzutreffen, bei denen das Coenzym vor dem anderen 
Substrat bindet. 
 
Beim Random-Mechanismus binden zunächst beide Substrate in beliebiger Reihen-
folge an das Enzym, danach verlässt das Produkt den Enzym-Substrat-Komplex. 
Durch die nachgestellten Silben Uni, Bi, Ter wird gekennzeichnet wie viele Substrate 
an der Hinreaktion bzw. wie viele Produkte an der Rückreaktion beteiligt sind. Ein 
Mechanismus, bei dem zwei Substrate zu einem Produkt vereinigt werden, ist ein Bi-
Uni-Mechanismus. 
 
In dieser Arbeit wird die Reaktionsgleichung für den Random-Bi-Uni-Mechanismus 
betrachtet, da die (R)-Oxynitrilase nach diesem Mechanismus reagiert. Im Ergebnis 
und Diskussions-Teil wird näher auf dieses Thema eingegangen. 
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4 Experimenteller Teil 
Die Reihenfolge der Versuchsbeschreibungen entspricht der Gliederung des Ergeb-
nis- und Diskussionsteils. 
 
4.1 Verwendete Chemikalien 
Alle gängigen Chemikalien wurden entweder von den Firmen FLUKA Feinchemikalien 
(GmbH, Neu-Ulm), SIGMA-ALDRICH (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Schnelldorf), oder 
der Firma MERCK (Darmstadt) bezogen. 
 
Da Benzaldehyd an der Luft zu Benzoesäure oxidiert, welches ein Inhibitor für die 
(R)-Oxynitrilase ist, wurde Benzaldehyd unter Stickstoffatmosphäre destilliert und in 
Fläschchen mit Septum gefüllt. 
 
Die Mandelkleie (Placenta Amygdalarium amararum pulv.) wurde von CAESAR & LO-
RETZ, Hilden, bezogen. 
 
Das Enzym (R)-Oxynitrilase wurde von folgenden Firmen bezogen: ASA (ASA Spezi-
alenzyme GmbH; Braunschweig), ROCHE (Roche Diagnostics GmbH; Penzberg) und 
SIGMA-ALDRICH (Sigma-Aldrich Chemie GmbH; Schnelldorf). Da die Aktivitäten der 
einzelnen Chargen sich stark von einander unterscheiden, sind im Folgenden die 
Analysenzertifikate der eingesetzten Enzyme detailliert angegeben. 
 
Analysenzertifikat vom ASA Spezialenzym 
Produkt:   (R)-Oxynitrilase 
Katalognummer:  2700 
Chargennummer:  2700-014 
 
Parameter   Ergebnis 
Beschreibung:  gelbe Flüssigkeit 
Herkunft:   Mandelkleie 
spez. Aktivität:  51,0 U/mg Protein 
volm. Aktivität:  713,8 U/mL 
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Proteinkonzentration:  14,0 mgProtein/ml 
pH-Wert:    5,4 
Bemerkung: Das Präparat enthält 80 mM Na-Citrat, < 10mM KPi 
und < 3% Glycerin 
 
 
Analysenzertifikat von Roche Diagnostics 
Produkt:     (R)-Oxynitrilase grade I 
Chargennummer:   Hö-02/II85852422 
 
Parameter    Ergebnis 
Beschreibung:   gelbe Flüssigkeit 
Herkunft:    Mandelkleie 
spez. Aktivität:   23,4 U/mgProtein 
volm. Aktivität:   596,7 U/mL 
Proteinkonzentration:  25,5 mgProtein/mL 
pH-Wert:    nicht im Zertifikat aufgeführt 
Bemerkung:    nicht im Zertifikat aufgeführt 
 
 
Analysenzertifikat von Sigma-Aldrich 
Produkt:   (R)-Oxynitrilase 
Katalognummer:  M6782 
Chargennummer:  014H4016 
 
Parameter   Ergebnis 
Beschreibung:  gelbe Flüssigkeit 
Herkunft:   Mandelkleie 
spez. Aktivität:  160 U/mgProtein 
volm. Aktivität:  560,0 U/mL 
Protein:   3,5 mgProtein/mL 
pH-Wert:   6,0 
Bemerkung:   Suspension in 50 mM Imidazol;  
2.8 M (NH4)2SO4 
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4.2 Aufbau der Versuchsanlage 
Die Untersuchungen zur Bestimmung der Aktivität, der Enantioselektivität und der 
Langzeitstabilität wurden in einem diskontinuierlichen (Batch-) Reaktor durchgeführt, 

















Abbildung 4-1: Schematische Darstellung des verwendeten diskontinuierlich betriebenen Biokatalysa-
torteststandes 
 
Der Reaktor besteht aus einem doppelwandigen Glasgefäß mit einem Füllvolumen 
von 400 ml. Mit Hilfe eines Kryostaten (F25, JULABO, Seelbach) wird die Temperatur 
der Reaktionslösung während der Reaktion konstant gehalten. Die Durchmischung 
der Reaktionssuspension erfolgt durch Rühren mit einem Magnetrührer. Mittels einer 
Glaselektrode wird der pH-Wert der Reaktionssuspension kontinuierlich gemessen. 
Die Probenahme zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts erfolgt über eine Kanüle.  
 
4.3 Enzymkatalysierte Synthese und Spaltung von (R)-Cyanhydrin 
Um die Anfangsaktivität der jeweiligen Enzyme mit der vom Hersteller angegebenen 
vergleichen zu können, wurden die gleichen Bedingungen wie die der Hersteller ge-
wählt. Das Enzym von SIGMA und ROCHE wurde von dem Hersteller für die Cyan-
hydrinsynthese und Cyanhydrinspaltung bei 20°C untersucht. Im Gegensatz zu die-
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sen Enzymen wurde das ASA -Enzym für die Cyanhydrinspaltung untersucht. Da die 
Untersuchungen in diesem Fall bei einer Temperatur von 30°C durchgeführt wurden, 
wurden auch in dieser Arbeit die Versuche mit dem ASA-Enzym bei 30°C durchge-
führt. 
 
Vor Beginn der Versuchsdurchführung wurden die folgenden Stammlösungen ange-
setzt: 
 
Herstellung einer 50 mM Natriumcitratpufferlösung 
Zur Herstellung der 50 mM Citratpufferlösung benötigt man eine 50 mM Citronensäu-
relösung (9,6 g Citronensäure auf 1L Wasser) und eine 50 mM tri- Natriumcitrat-2-
hydrat-Lösung (14,7 g tri- Natriumcitrat-2-hydrat auf 1 L Wasser). 1 L der 50 mM 
Citronensäurelösung wird vorgelegt. Der pH-Wert dieser Lösung wird durch Zugabe 
von der 50 mM tri- Natriumcitrat-2-hydrat-ösung auf 3,75 eingestellt. 
 
Herstellung einer 1 M Kaliumcyanidlösung 
Es wird eine 1 M Kaliumcyanid-Stammlösung in 50 mM Citratpufferlösung angesetzt. 
Dazu werden 6,51 g Kaliumcyanid in 100 mL einer 50 mM Citratpufferlösung gelöst. 
 
Herstellung einer 1 mM Benzaldehydlösung 
Hierzu werden 101 µL frisch destilliertes Benzaldehyd in 1 L der 50 mM Citratpuffer-
lösung gelöst. 
 
Herstellung einer 1 M (R)-Mandelonitrillösung 
Zur Bestimmung der Enzymaktivität der Cyanhydrinspaltung wird eine 1 M Stammlö-
sung des (R)-Mandelonitrils in Puffer angesetzt. Dazu werden 119 µL Substrat in 1 L 
Citratpufferlösung gelöst. 
 
4.3.1 Aktivitätstest der Cyanhydrinsynthese mit dem freien Enzym -
(SIGMA-, ROCHE- und AAS- Enzym) 
Die Blausäureaddition an Benzaldehyd wird in 50 mM Citratpufferlösung bei einem 
pH-Wert von 3,75 und bei 20°C durchgeführt. Zu Beginn werden 400 mL Citratpuffer-
lösung im Reaktionsgefäß vorgelegt und mit Hilfe des Kryostaten auf 20°C tempe-
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riert. Danach werden zu dieser Lösung 1400 µL der 1 M Kaliumcyanid-Stammlösung 
hinzugegeben (c(CN-) = 3,5 mM). Anschließend werden die PH-Elektrode und die 
Sonde in das Reaktionsgefäß gebracht, wobei der pH-Wert der Reaktionslösung ge-
nau auf 3,75 eingestellt wird. Der pH-Wert der Reaktionslösung wird durch Zugabe 
von 1 M Natronlauge bzw. von 1 M Salzsäure nachkorrigiert. Anschließend werden 
0,36 mg Protein zu der Lösung gegeben. Zum Start der Reaktion wird 40 µL der 1 
mM Benzaldehyd-Stammlösung zugegeben (c(Benzaldehyd) = 0,1 mM). Die Probe-
nahme zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts erfolgt mittels einer Kanüle. Die Wei-
terreaktion der Proben wird durch Verdünnung der Proben mit einer 50 mM Citratpuf-
ferlösung verhindert. Die Ermittlung der Konzentration dieser Proben erfolgt mittels 
Photometer, GC bzw. HPLC. Die Reaktion wird ca. 30 Minuten beobachtet. Anhand 
der Bestimmung der Benzaldehydkonzentration wird anschließend die Enzymaktivität 
ermittelt. 
 
4.3.2 Aktivitätstest der Cyanhydrinspaltung mit dem freien Enzym -
(SIGMA-, ROCHE- und AAS- Enzym) 
Die Versuche zur Cyanhydrinspaltung erfolgen ebenfalls bei einem pH-Wert von 
3,75. Die Temperatur beträgt in diesem Fall 30°C. 
Zur Bestimmung der Enzymaktivität werden 400 mL Citratpufferlösung im Reaktions-
gefäß vorgelegt und mit Hilfe des Kryostaten auf 30°C temperiert. Danach werden zu 
dieser Lösung 400 µL der 1 M (R)-Mandelonitril-Stammlösung hinzugegeben 
(c(Mandelonitril) = 1 mM). Anschließend werden die PH-Elektrode und die Sonde in 
das Reaktionsgefäß gebracht, wobei der pH-Wert der Reaktionslösung genau auf 
3,75 eingestellt wird. Zum Start der Reaktion werden 0,36 mg Protein zur Reaktions-
lösung zugegeben. Die Probenahme zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts erfolgt 
ebenfalls mittels einer Kanüle. Die Weiterreaktion der Proben wird durch Verdünnung 
der Proben mit einer 50 mM Citratpufferlösung verhindert. Die Ermittlung der Kon-
zentration dieser Proben erfolgt mittels Photometer, GC bzw. HPLC. 
 
4.4 Analytische Methoden 




• Bestimmung des Reaktionsfortschritts und  
• Ermittlung des Enantiomerenüberschusses 
 
Es gibt verschiedene Analysemethoden zur Bestimmung der Cyanhydrinsynthese. 
Die Methoden, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, werden im Einzelnen in in den 
folgenden Kapiteln beschrieben. 
 
4.4.1 Photometrische Bestimmung der Konzentration von Benzaldehyd 
Die UV-Spektren aromatischer Aldehyde sind geprägt durch die Absorption der E-
lektronenübergänge im Bereich von 250 bis 320 nm. Die entsprechenden Cyanhydri-
ne zeigen in diesem Bereich keine oder wesentlich geringere Absorptionen. Hier 
durch ist es möglich, die Cyanhydrinbildung quantitativ über die Konzentrationsände-
rung des Aldehyds zu verfolgen. Die photometrische Bestimmung der Konzentration 
von Benzaldehyd kann sowohl offline manuell als auch online erfolgen. 
 
4.4.1.1 Offline-Messung 
Die photometrische offline-Messung erfolgte mit dem UV/VIS Spektralphotometer 
(550SE) der Firma PERKIN-ELMER. Die technischen Daten des Spektralphotometers 
befinden sich im Anhang. 
 
In Abbildung 4-2 ist ein Beispiel UV/VIS-Spektrum von Benzaldehyd und Mandelo-
nitril dargestellt. Aufgetragen ist die Extinktion über die Wellenlänge. Dabei ist zu be-
achten, dass die Konzentration von Mandelonitril um Faktor Zehn größer ist, als die 









Benzaldehyd ( c = 0,1 mmol/L )














Abbildung 4-2: UV-Spektrum von 0,1 mM Benzaldehyd und 1 mM Mandelonitril in Natriumcitratpuffer, 
pH 3.75 
 
Aus der Abbildung 4-2 geht hervor, dass Benzaldehyd und Mandelonitril bei der glei-
chen Wellenlänge (250 nm) absorbieren. Da aber die Extinktion von Mandelonitril im 
Gegensatz zur Benzaldehyd sehr klein ist, kann sie vernachlässigt werden. Mit Hilfe 
der offline Messung können nur eine begrenzte Anzahl von Proben erfasst werden. 
Die Probennahme erfolge alle zwei Minuten. Um aber den Reaktionsverlauf der Cy-
anhydrinsynthese vollständig beobachten zu können, musste der Verlauf der Reakti-
on online beobachtet werden. 
 
4.4.1.2 Online-Messung 
Die online-Messung erfolgte mit dem UV/VIS Spektralphotometer (SPECORD 40) 












Abbildung 4-3: Schematische Darstellung der verwendeten On-Line Analytik (besteht aus Photometer 
mit faseroptischen Sensor; das System wird über den Rechner gesteuert) (8 = Küvet-
teaufnahme, 9 = Adapterhalter, 10 = Adapter, 11 = Faserkabel, 12 = Verschluss in der 
Lichtbarriere, 13 = Schlitz im Proberaumdeckel, 14 = Tauschsonde) 
 









Abbildung 4-4: Schematische Darstellung des faseroptischen Sensors (1: Adapter zur Lichtein- und –
auskopplung, 2: Faserkabel zur Einkopplung, 3: Faserkabel zur Auskopplung, 4: Ver-
schluss für Lichtbarriere, 5: Messsonde)  
 
Mit Hilfe einer Online-Analytik mit direkter Spektrographie über einen faseroptischen 
Sensor der Firma HELLMER, lässt sich die Cyanhydrinsynthese (Abbildung 4-5) und 
Cyanhydrinspaltung (Abbildung 4-6) bei 250 nm photometrisch über die Abnahme 
bzw. Zunahme der Benzaldehydkonzentration verfolgen. Bei der Cyanhydrinsynthe-

















Abbildung 4-5: Photometrische Bestimmung der Benzaldehydkonzentration bei 250 nm mittels Onli-
ne-Analytik mit direkter Spektrographie über einen faseroptischen Sensor (Cyan-
hydrinsynthese, pH = 3,75; T = 20°C; 0,36 mg Protein, c(BA) = 0,1 mM) 
 













Abbildung 4-6: Photometrische Bestimmung der Benzaldehydkonzentration bei 250 nm mittels einer 
Online-Analytik mit direkter Spektrographie über einen faseroptischen Sensor (Cyan-




Wie schon erwähnt, zeigen Benzaldehyd und Mandelonitril unterschiedliche Absorp-




Der Gerätetreiber SPECORD 200 ermöglicht die Kommunikation zwischen der Be-
dien- und Auswertesoftware Aspect Plus und dem SPECORD 200. Mit seiner Hilfe 
werden Parameterdateien erstellt und verändert. Diese Dateien enthalten alle für ei-
ne spektroskopische Messung erforderlichen Parameter, wie Wellenlänge, Integrati-
onszeit, Messmodus usw. 
 
Software 
Die Auswertung der Messergebnisse erfolgt mit dem Programm Aspect Plus. Aspect 
Plus ist die Windowsversion der Zeiss-Aspect-Software. Sie ermöglicht die Steue-
rung und die Auswertung der Messergebnisse der Zeiss Geräte MCS 500. 
 
Faserkopplung mit Messsonde 
Die Faserkopplung besteht aus dem Adapter, der das Licht aus dem Probenraum 
auskoppelt und in ein Faserkabel gibt. Dieses Faserkabel leitet das Licht bis zur 
Messsonde. Ein zweites Faserkabel leitet das in der Messsonde durch die Probe ab-
geschwächtes Licht in den Adapter zurück. Der Adapter koppelt das abgeschwächte 
Licht wieder in den Messstrahlengang ein. 
 
Messsonde 
661.000-QX Standard-Tauchsonde der Firma HELLMA 
Der Messkopf besteht aus Quarzglas SUPRASIL® 300 mit mit Edelstahloberteil und 
drehbarer Schutzhülse zum Schutz vor Fremdlicht. 
 
Maße (Außen) 
Quarzglasmesskopf 15 mm 
Edelstahloberteil  18 mm 
Schutzhülse   20 mm 
Maximale Temperatur: 150°C 
Maximaler Druck:  6 bar 
Gesamte Länge:  ca. 180 mm 
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Die Bestimmung der Enantioselektivität ist photometrisch nicht möglich, da die bei-
den Enantiomere bei gleicher Wellenlänge absorbieren. Sie kann aber chroma-
tographisch mittels GC bzw. HPLC ermittelt werden. Dazu müssen die zu trennenden 
Enantiomeren mit optisch reinen chiralen Hilfsreagenzien in diastereomere Derivate 
umgesetzt werden, oder die Enantiomeren zeigen auf einer stationären chiralen 
Trennphase unterschiedliche Wechselwirkungen mit dieser, so dass eine chroma-
tographische Trennung der optischen Antipoden erfolgt. 
 
4.4.2 Bestimmung der Konzentration von Benzaldehyd und Mandelo-
nitril mittels Gaschromatographie 
Da Mandelonitril bei höheren Temperaturen instabil ist, muss das Produkt vor der 
Messung mit dem Gaschromatographen (GC) derivatisiert werden. 
 
Derivatisierung von Mandelonitril 
50 µL Rohprodukt (50 %-iges Racemat) werden in 2 mL Dichlormethan gelöst, mit 
500 µL Essigsäureanhydrid und 100 µL Pyridin versetzt und mehrere Stunden bei 
Raumtemperatur gerührt. Anschließend wird über eine Kieselgelsäule (30 mL Kie-
selgel 60 (für Säulenchromatographie; Korngröße: 0,063-0,200), Säulenvolumen ca. 
80 mL; bei Verwendung kleinerer Säulen kann der Ansatz für die Derivatisierung ent-
sprechend reduziert werden) filtriert und mit 30 mL Dichlormethan eluiert. Das Eluat 
wird gaschromatographisch zur Bestimmung des Enantiomerenüberschusses unter-
sucht. Nach der Derivatisierung des Mandelonitrilstandards ist eine Säulenauf-
reinigung nicht notwendig, da die Chromatogramme einer aufgereinigten und einer 
nicht aufgereinigten Probe identisch sind und alle für die Derivatisierung eingesetzten 
Substanzen nachgewiesen werden können. 
 
GC-Bedingungen 
Gerät:    GC 14A (Fa. Shimadzu) 
Probenvolumen:  0,5 µL 
Split:    100:1 
Säule:   permethyliertes ß-Cyclodextrin 
(Chiraldex BPM-Säule), 30 m 
Säulentemperatur:  150°C 
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Trägergas:   H2 (5.0): 1 bar 
Detektor:   FID: 230°C 
Brenngase:   H2: 0,5 bar; Luft: 0,5 bar 
Injektortemperatur:  220°C 
 
Die Abbildung 4-7 zeigt ein Gaschromatogramm mit den Retentionszeiten von (S)-
Mandelonitril und (R)-Mandelonitril. 
 























Abbildung 4-7: Gaschromatogramm eines derivatisierten Mandelonitrilstandards; die beiden Enantio-
mere werden nach 6,70 (S) und 7,13 (R) Minuten detektiert (die ersten Signale sind 
Dichlormethan, Pyridin und Essigsäureanhydrid) 
 
4.4.3 Bestimmung der Konzentration von Benzaldehyd und Mandelo-
nitril mittels Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie 
Bei der Trennung der Enantiomeren auf einer chiralen Säule (Chiralpack AD, MERCK 
EUROLAB) durch Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie (HPLC) kann direkt auf 
den Enantiomerenüberschuss der Substanz geschlossen werden. Mit Hilfe dieser 
Säule konnte sowohl das Racemat als auch Benzaldehyd getrennt werden. Die De-




Gerätedaten und Parameter 
 
Stationäre Phase: Amylosetris (3,5-dimethylphenyl)carbamat geträgert auf 10 µm Silica-
Gel, 
0-60°C, 250 x 4,6 mm (L x ID.), Merck Eurolab 
Mobile Phase: n-Hexan/2-Propanol 90/10 (v/v) 
Flussrate: 1 mL/ in 
Probenvolumen: 20 µL 
Detektion: photometrisch (UV) bei 213 nm (direkte Detektion) 
Aufbau: HPLC-Pumpe: Techlab Economy 2/ED  
Detektor: Shimadzu UV-VIS-Detektor SPD-6 A 
Probenaufgabe: Autosampler: Spectra Physics SP 8875 Techlab 
Retentionszeiten: (S)-Mandelonitril: 6,79 min 
(R)-Mandelonitril: 7,41 min 
Auswertung: Shimadzu LC 10 Software über CBM 101  
 
Die Abbildung 4-8 zeigt ein HPLC-Chromatogramm von (S)-Mandelonitril und (R)-
Mandelonitril eines 0,5 mM Standards. 
 











Abbildung 4-8: Chromatogramm von (S)-Mandelonitril und (R)-Mandelonitril;  
RZ: ((S)-Mandelonitril) = 6,79 min und (R)-Mandelonitril = 7,14 min 





Da die Enzyme der verschiedenen Hersteller unterschiedliche Enzymaktivitäten zeig-
ten, sollte die Reinheit dieser Enzyme mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
bestimmt werden. 
 
Die Proben wurden zu gleichen Teilen mit Probenpuffer vermischt, für drei Minuten 
aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren, und dann jeweils 15-20 µL in die Ta-
schen eines 12%igen Polyacrylamidgels (Fertiggel, Best.-Nr. 161-1101, Bio-Rad La-
boratories Inc., Hercules, Kalifornien) geladen. Als Standard wurde ein „low-range“-
Marker (Best.-Nr. M-3913, SIGMA-CHEMICALS, St. Louis, Missouri) verwendet, der aus 
acht Proteinen von 6.500 Da bis 66 kDa besteht. 
 
Das Gel lief für 40 min bei 200 V in einem Mini-PROTEAN-II System (BIO-RAD LABO-
RATORIES INC.), wurde dann für 15 min unter leichtem Schwenken im Färbebad kolo-
riert und anschließend über Nacht entfärbt. Die Dokumentation der gefärbten Gele 
erfolgte mit einer Digitalkamera (Camedia 1400L, OLYMPUS OPTICAL CO. LTD., Tokyo, 
Japan). 
 
SDS-Lösung:  100 g/L SDS 
Laufpuffer (10χ): 144 g/L Tris, 30 g / L Glycin, 100 mL/L SDS-Lösung 
Probenpuffer: 2,9 mL H2O, 1,6mL 0,5 mol/L Tris-HCl pH 6,8, 2 mL Glycerin, 1,6 mL SDS 
Lösung, 0,4 mL Mercaptoethanol, 0,1 mL 1 % Bromphenolblau-Lösung 
Färbebad: 0,25 g Coomassie Brilliant Blue R-250, 400 mL Methanol, 500 mL H2O 
Entfärber:  400 mL Methanol, 100 mL Eisessig, 500 mL H2O  
 
4.5 Kinetische Untersuchung 
4.5.1 Einfluss der Benzaldehydkonzentration auf die Reaktionsge-
schwindigkeit 
Zur Bestimmung des Einflusses des Benzaldehyds auf die Enzymaktivität werden 
Benzaldehydkonzentrationen zwischen 0,1 und 3,5 mM vermessen. 400 mL der 50 
mM Citratpufferlösung werden im Reaktionsgefäß vorgelegt und auf 20°C temperiert. 
Danach werden zu dieser Lösung 0,5 g (7,6 mmol) Kaliumcyanid hinzugegeben 
(c(CN-) = 19,2 mM). Der pH-Wert der Reaktionslösung wird durch Zugabe von 1 M 
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Natronlauge bzw. von 1 M Salzsäure auf 3,75 eingestellt. Nach der Einstellung des 
pH-Werts werden 1 mg Protein (71 µL einer 51 U/mg ASA -Enzymlösung) zu der Lö-
sung gegeben. Zum Start der Reaktion werden die entsprechenden Mengen an Ben-
zaldehyd zugegeben (c(Benzaldehyd) = 0,1 bis 3,5 mM). Die Probenahme zur Kon-
trolle des Reaktionsfortschritts erfolgt ebenfalls mittels einer Kanüle. Die Weiterreak-
tion der Proben wurde durch Verdünnung der Proben mit einer 50 mM Citratpufferlö-
sung verhindert. Die Ermittlung der Konzentration dieser Proben erfolgte mittels Pho-
tometer bzw. HPLC. Anhand der Bestimmung der Benzaldehydkonzentration wird 
anschließend die Enzymaktivität ermittelt. Der gleiche Versuch wird bei einer An-
fangskonzentration von 57,6 mM bzw. von 76,8 mM Kaliumcyanid bei sonst gleichen 
Bedingungen wie oben durchgeführt. 
 
4.5.2 Einfluss der Kaliumcyanidkonzentration auf die Reaktionsge-
schwindigkeit 
Zur Bestimmung des Einflusses von Kaliumcyanid auf die Enzymaktivität werden Ka-
liumcyanidkonzentrationen zwischen 3,8 mM und 153,6 mM vermessen. 400 mL der 
50 mM Citratpufferlösung werden im Reaktionsgefäß vorgelegt und auf 20°C tempe-
riert. Danach werden zu dieser Lösung 40 µL frisch destilliertes Benzaldehyd hinzu-
gegeben (c(BA) = 1 mM). Der pH-Wert der Reaktionslösung wird durch Zugabe von 
1 M Natronlauge bzw. von 1 M Salzsäure auf 3,75 eingestellt. Nach der Einstellung 
des pH-Werts werden 1 mg Protein (71 µL einer 51 U/mg ASA -Enzymlösung) zu die-
ser Lösung gegeben. Zum Start der Reaktion werden die entsprechenden Mengen 
(0,1 g; 0,2 g; 0,4 g; 0,5 g; 0,6 g; 0,8 g; 1,5 g; 2 g bzw. 4 g) an Kaliumcyanid zugege-
ben. Die Probenahme zur Kontrolle des Reaktionsfortschritts erfolgt ebenfalls mittels 
einer Kanüle. Die Weiterreaktion der Proben wird durch Verdünnung der Proben mit 
einer 50 mM Citratpufferlösung verhindert. Die Ermittlung der Konzentration dieser 
Proben erfolgt mittels Photometer bzw. HPLC. Anhand der Bestimmung der Benzal-




4.5.3 Einfluss der Konzentration des Produktes (R)-Mandelonitril auf die 
Reaktionsgeschwindigkeit 
Der Einfluss des Produktes auf die Enzymaktivität wird bei einer (R)-Mandelo-
nitrilkonzentration von 0,25 bis 5 mM untersucht.  
400 mL der 50 mM Citratpufferlösung werden im Reaktionsgefäß vorgelegt und auf 
20°C temperiert. 1 g (15,4 mmol) Kaliumcyanid wird in diesen 400 mL gelöst  
(c(CN-) = 38,4 mM). Der pH-Wert der Reaktionslösung wird durch Zugabe von 1 M 
Natronlauge bzw. von 1 M Salzsäure auf 3,75 eingestellt. Nach der Einstellung des 
pH-Werts werden 1 mg Protein (71 µL einer 51 U/mg ASA -Enzymlösung) zu der Lö-
sung gegeben. Danach werden die entsprechenden Mengen (23,8 µL; 47,6 µL; 
95,1 µL; 142,7 µL; 237,8 µL; 380,4 µL; 475,5 µL) an (R)-Mandelonitril zu der gesam-
ten Lösung gegeben. Zum Start der Reaktion werden jeweils 40 µL frisch destilliertes 
Benzaldehyd hinzugegeben (c(BA) = 1 mM). Die Probenahme zur Kontrolle des Re-
aktionsfortschritts erfolgt auch hier mittels einer Kanüle. Die Weiterreaktion der Pro-
ben wurde durch Verdünnung der Proben mit einer 50 mM Citratpufferlösung verhin-
dert. Die Ermittlung der Konzentration dieser Proben erfolgte mittels Photometer 
bzw. HPLC. An Hand der Bestimmung der Benzaldehydkonzentration wird anschlie-
ßend die Enzymaktivität ermittelt. 
 
4.6 Immobilisierung von (R)-Oxynitrilase 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte u.a. die Immobilisierung von (R)-Oxynitrilase in 
Hydrogelen untersucht werden. Entsprechend den Ausführungen im einleitenden 
Abschnitt musste die (R)-Oxynitrilase hierzu zunächst quervernetzt werden. Die 
Quervernetzung von Enzymen erfolgt durch Reaktion mit Glutardialdehyd und Chito-
san. Bei den Versuchen wurden die Parameter Chitosan- und Glutardialdehydkon-
zentration zur Optimierung variiert. Im folgenden Abschnitt werden die Versuchsvor-
schriften für die Versuche zur Quervernetzung und Immobilisierung der (R)-
Oxynitrilase beschrieben. Die jeweils angewendeten Parameter sind bei den einzel-
nen Versuchen aufgeführt. 
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4.6.1 Einfluss von Glutardialdehyd auf die Enzymaktivität 
Um zu untersuchen, ob das Enzym durch die Reaktion mit Glutardialdehyd geschä-
digt wird, werden zu 1 mL (36 mg Protein) einer 36,4 mg/mL ASA -Enzymlösung un-
terschiedliche Mengen (0 µL, 10 µL, 50 µL, 100 µL, 200 µL, 500 µL, 1000 µL) einer 
50%-igen Glutardialdehydlösung gegeben. Die Quervernetzung des Enzyms erfolgt 
bei einem pH-Wert von 5,5. Da die Enzymlösung einen pH-Wert von 5,4 hat, muss 
der pH-Wert nicht nachkorrigiert werden. Bei Zugabe von GDA zu der Enzymlösung 
fällt durch die Quervernetzung ein sehr feiner Niederschlag aus, welchen man nicht 
durch Zentrifugieren abtrennen kann. Aus diesem Grund wird die gesamte Lösung 
der Quervernetzung auf Aktivität getestet. Da es nicht möglich ist, das quervernetzte 
Enzym von der Lösung abzutrennen, soll das Molekulargewicht des Enzyms noch 
weiter vergrößert werden. Die Molekularvergrößerung soll durch die Coquervernet-
zung des Enzyms mit Chitosan und GDA erfolgen. 
 
4.6.2 Einfluss des Chitosans auf die Enzymaktivität 
Bevor das Enzym mit Chitosan und GDA coquervernetzt wird, muss überprüft wer-
den, wie sich unterschiedliche Konzentrationen an Chitosan ((„fine grade“ Produkt, 
Batch-No. TM578, PRIMEX INGREDIENTS, Avaldsnes, Norwegen) auf die Enzymaktivi-
tät auswirken. Wichtig für diese Untersuchung ist die Viskosität der Chitosanlösung, 
da eine homogene Mischung aus Chitosan und Enzym hergestellt werden soll. 
 
Herstellung der Chitosanlösung 
1,5 g Chitosan („fine grade“ Produkt, Batch-No. TM578, PRIMEX INGREDIENTS, A-
valdsnes, Norwegen) werden in 98,5 mL einer 0.5%-igen Essigsäure unter starkem 
Rühren gelöst. Danach wird der pH-Wert langsam durch Zugabe von 1 M Natron-
lauge auf 5,5 eingestellt. Da bei der Titration lokal höhere pH-Werte auftreten, fällt 
während dieses Vorgangs Chitosan in weißen, dicken Fäden aus, die sich unter Rüh-
ren nach einiger Zeit wieder lösen. 
 
Um zu untersuchen, ob das Enzym durch Zugabe von Chitosan geschädigt wird, 
werden zu 1 mL (36 mg Protein) einer 36,4 mg/mL ASA-Enzymlösung unterschiedli-
che Mengen (0 – 2 g) einer 1,5%-igen Chitosanlösung gegeben. Die gesamte Lö-
sung wird 16 h bei 4°C gerührt und anschließend auf Aktivität getestet. 
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4.6.3 Coquervernetzung des Enzyms durch Chitosan und Glutardi-
aldehyd 
1,65 mL (60 mg Protein) einer 36,4 mg/mL ASA-Enzymlösung werden mit 4 g der 
1,5%-igen Chitosanlösung (60 mg Chitosan) vermischt und anschließend unter stän-
digem Rühren mit unterschiedlichen Mengen (0 µL, 10 µL, 50 µL, 100 µL, 200 µL, 
500 µL, 1000 µL) einer 50%-igen Glutardialdehydlösung versetzt. Der pH-Wert, bei 
dem die Coquervernetzung erfolgt, ist auch hierbei durch die Chitosanlösung mit 5,5 
vorgegeben. Die Coquervernetzung erfolgt in 16 h bei 4°C. Nach Beendigung der 
Coquervernetzung wird das Reaktionsgemisch zentrifugiert. Sowohl das Pellet als 
auch der Überstand werden auf Aktivität getestet. 
 
4.6.4 Einschluss des molekulargewichtsvergrößerten Enzyms in Poly-
vinylalkohol 
Das mit Chitosan und GDA molekulargewichtsvergrößerte Enzym wird abzentrifu-
giert, das Pellet wird anschließend in Polyvinylalkohol eingeschlossen. Dazu wird die 
gebrauchsfertige Polymerlösung LentiKat®Liquid nach Vorschrift vorbereitet (genia-
Lab GmbH, Braunschweig). 80 mL LentiKat®Liquid werden in der Mikrowelle aufge-
schmolzen. Nach vollständigem Lösen des PVAs wird die Polymerlösung auf ca. 
30°C abgekühlt. Anschließend wird das molekulargewichtsvergrößerte Enzym mit 
Wasser auf 20 g Gesamtmasse aufgefüllte und zu der Polymerlösung gegeben. 
Durch kurzes Schütteln und nachfolgendes Rühren (3 Minuten) auf einem 
Magnetrührer wird das molekularvergrößerte Enzym gleichmäßig dispergiert. An-
schließend wird die enzymbeladene Lösung zu LentiKats® weiterverarbeitet. In 
Abbildung 4-9 ist das Verfahren der Coquervernetzung des Enzyms und das Verfah-














Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der Coquervernetzung der (R)-Oxynitrilase mit Chitosan 
und Glutardialdehyd und des Einschlusses des molekulargewichtsvergrößerten En-
zyms 
 
4.6.5 Herstellung von LentiKats® 
Zur Herstellung von LentiKats® wird grundsätzlich das mit der Enzymlösung ver-
mischte LentiKat®Liquid auf eine glatte Oberfläche aufgetropft. Erst durch kontrollier-
te Trocknung der Tropfen erfolgt die Gelierung. Nachdem die Tropfen getrocknet 
sind, werden sie anschließend in wässriger Stabilizerlösung zurückgequollen und 
gleichseitig stabilisiert [101]. 
Das Auftropfen kann auf verschiedene Art und Weise mit sehr unterschiedlichem 
Aufwand und Maßstab durchgeführt werden. In Abbildung 4-10 ist die Herstellung 
der LentiKats® durch Auftropfen der Lösung auf eine glatte Oberfläche mit einer 
Spritze dargestellt. 
 
4.6.5.1 Herstellung mit Spritze und Kanüle 
Bei dieser einfachen Art der Herstellung wird die enzymbeladene Polymerlösung mit-
tels einer Spritze mit Kanüle auf eine Kunststoffplatte getropft und dort bis zum Errei-
chen einer Restmasse von etwa 30 % getrocknet. Das Verfahren ist in Abbildung 
4-10 schematisch dargestellt. Die trockenen Partikel werden anschließend mit Stabi-
lizerlösung übergossen und von der Oberfläche abgeschabt. Mit dem Übergießen 
werden die Linsen zurückgequollen und gleichzeitig stabilisiert. Anschließend werden 














Abbildung 4-10: Herstellung von PVA-Gelen (Lentikats®) 
 
4.6.5.2 Herstellung von LentiKats® mit dem LentiKat®Printer 
Um unter definierten Bedingungen reproduzierbar kleinere Mengen an LentiKats® im 
Bereich von 1 bis 50 g herstellen zu können, werden die LentiKats® mit dem Lenti-
Kat®Printers (geniaLab GmbH) hergestellt. In Abbildung 4-11 sieht man das Foto ei-




Abbildung 4-11: Apparat zur reproduzierbaren Herstellung von kleineren Mengen an LentiKats®: links: 





4.6.5.3 Funktionsprinzip des LentiKat®Printers 
Das Funktionsprinzip des LentiKat®Printers ist einfach: Ein Stahlstift wird kurzzeitig in 
eine Polymerlösung eingetaucht. Beim Herausziehen bleibt Flüssigkeit haften, die 
sich als Tropfen am unteren Ende des Stiftes sammelt. Dieser Tropfen wird durch 
Aufsetzen des Stahlstiftes auf eine glatte Oberfläche überführt und geliert zu einem 
linsenförmigen Hydrogel. Für die Herstellung der Linsen wird das quervernetzte, ab-
zentrifugierte Enzym mit 80 g LentiKat®Liquid vermischt und in Einmalpetrischalen 
(GREINER Labortechnik GmbH, Nürtingen) (Ø 145 mm) aus Polystyrol gefüllt. In das 
Polymer werden die Stahlstifte mit dem Printer abgesenkt, angehoben und die anhaf-
tenden Tropfen in den Deckel der Petrischale abgesetzt (Stempeln). Mit dem Lenti-
Kat®Printer können pro Arbeitsschritt ca. 400 identische Tröpfchen auf eine Petri-
schale übertragen werden. Die mit Tropfen besetzten Platten werden zum Trocknen 
unter einen Ventilator gestellt. Werden für einen Ansatz mehrere Deckel bestempelt, 
kann durch vorübergehendes Abdecken mit einem Schalenboden der Trocknungs-
beginn verzögert werden, bis alle Deckel bestempelt sind. Anschließend werden alle 
Platten gleichmäßig getrocknet, bis eine bestimmte Menge der aufgetropften Poly-
merlösung verdunstet ist. Die Linsen werden bis zum Erreichen einer Restmasse von 
30 % getrocknet. Der Trocknungsvorgang wurde durch Wiegen der Platten kontrol-
liert und bei Erreichen der Zielmasse durch Übergießen der Linsen mit Stabilisie-
rungslösung abgestoppt. Nach einer Dauer von etwa 3 Minuten wird der Überstand 
abgegossen, die fertigen LentiKats® lassen sich mühelos mit einem Gummiwischer 
zusammenschieben und in eine Flasche mit Stabilisierungslösung überführen. Die 
LentiKats® sind bei einem Durchmesser von 4 mm in der Mitte ca. 300 µm dick. 
 
4.6.5.4 Nachbereitung der LentiKats® 
Das Übergießen der Linsen nach der kontrollierten Trocknung mit Flüssigkeit erfüllt 
verschiedene Aufgaben: 
• Definierte Beendung des Trocknungsvorganges 
• Rückquellen und Aufbau der Hydrogelstruktur 
• Stabilisierung der Polymerstruktur 




4.7 Ideale Immobilisierungsmethode für (R)-Oxynitrilase 
Bei den Vorversuchen hat sich für die Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase die fol-
gende ideale Immobilisierungsmethode ergeben. Die Immobilisierung des Enzyms 
erfolgt in drei Schritten. 
 
1. Schritt: Molekularvergrößerung des Enzyms durch Chitosan und GDA 
1,65 mL (60 mg Protein) einer 36,4 mg/mL ASA-Enzymlösung werden mit 4 g der 
1,5%-igen Chitosanlösung (60 mg Chitosan) vermischt und anschließend unter stän-
digem Rühren mit 200 µL einer 50%-igen Glutardialdehydlösung versetzt. Bei Zuga-
be von GDA fallen große Flocken aus. Der pH-Wert bei dem die Coquervernetzung 
erfolgt, ist durch die Chitosanlösung mit 5,5 vorgegeben. Die Coquervernetzung er-
folgt in 16 h bei 4°C. Nach Beendigung der Coquervernetzung wird das Reaktions-
gemisch zentrifugiert. Anschließend wird das molekularvergrößerte Enzym (Pellet) in 
Polyvinylalkohol eingeschlossen. 
 
2. Schritt: Einschluss des molekularvergrößerten Enzyms in Polyvinylalkohol 
Das mit Chitosan und GDA molekularvergrößerte Enzym wird anschließend in Poly-
vinylalkohol eingeschlossen. Dazu werden 80 mL der gebrauchsfertigen Polymerlö-
sung LentiKat®Liquid (geniaLab GmbH, Braunschweig) nach Vorschrift vorbereitet. 
Dazu wird die gebrauchsfertige Polymerlösung LentiKat®Liquid nach Vorschrift vor-
bereitet (geniaLab GmbH, Braunschweig). 80 mL LentiKat®Liquid werden in der Mik-
rowelle aufgeschmolzen. Nach vollständigem Lösen des PVAs wird die Polymerlö-
sung auf ca. 30°C abgekühlt. Anschließend wird das molekularvergrößerte Enzym 
mit Wasser auf 20 g Gesamtmasse aufgefüllte und zu der Polymerlösung gegeben. 
Durch kurzes Schütteln und nachfolgendes Rühren (3 Minuten) auf einem 
Magnetrührer wird das molekularvergrößerte Enzym gleichmäßig dispergiert. An-
schließend wird die enzymbeladene Lösung zu LentiKats® weiterverarbeitet. 
 
3. Schritt:  Herstellung von LentiKats® mit dem LentiKat®Printer 
Für die Herstellung der Linsen wird das molekularvergrößerte Enzym mit 80 g Lenti-
Kat®Liquid vermischt und in Einmalpetrischalen (GREINER Labortechnik GmbH, Nür-
tingen) (Ø 145 mm) aus Polystyrol gefüllt. In das Polymer werden die Stahlstifte mit 
dem Printer abgesenkt, angehoben und die anhaftenden Tropfen in den Deckel der 
Petrischale abgesetzt (Stempeln). Mit dem LentiKat®Printer können pro Arbeitsschritt 
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ca. 400 identische Tropfchen auf eine Petrischale übertragen werden. Die mit Trop-
fen besetzten Platten werden zum Trocknen unter einen Ventilator gestellt. Anschlie-
ßend werden die Linsen bis zum Erreichen einer Restmasse von 30ˆ% getrocknet. 
Der Trocknungsvorgang wurde durch Wiegen der Platten kontrolliert und bei Errei-
chen der Zielmasse durch Übergießen der Linsen mit der Stabilisierungslösung ab-
gestoppt. Nach einer Dauer von etwa 3 Minuten wird der Überstand abgegossen. Die 
fertigen LentiKats® lassen sich mühelos mit einem Gummiwischer zusammenschie-
ben und in eine Flasche mit Stabilisierungslösung überführen. 
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5 Ergebnisse und Diskussion 
Das entscheidende Argument für den Einsatz von Enzymen in Synthesen ist deren 
Chemo-, Regio-, und Enantioselektivität. Die Selektivität wird im Wesentlichen durch 
die sterischen Verhältnisse am aktiven Zentrum der Enzyme ermöglicht. Die Herstel-
lung enantiomerenreiner Substanzen stellt besonders für die pharmazeutische In-
dustrie, welche seit dem so genannten Contergan®-Skandal strengeren gesetzlichen 
Auflagen unterliegt, eine große Herausforderung dar. Thalidomid, der Wirkstoff des 
Medikaments Contergan, ist ein chirales Phthalimidoglutarimid, welches als racemi-






















Abbildung 5-1: Strukturformel von Contergan® 
 
Es konnte festgestellt werden, dass nur das (R)-Enantiomer für die beruhigende Wir-
kung des Contergans, und nur das (S)-Enantiomer für die teratogene Wirkung ver-
antwortlich ist. 
 
Auch zur Darstellung von Aromen und Lebensmittelzusätzen ist eine Enantiomeren-
reinheit oft erforderlich, da die unterschiedlichen Enantiomere sich in ihren Eigen-
schaften grundlegend unterscheiden können. Mittlerweile haben sich verschiedene 
Enzymkatalysen zur Darstellung chiraler Moleküle industriell etabliert [112]. 
 
Wie schon in der Einleitung beschrieben, sind chirale Cyanhydrine beispielsweise 
mittels der enzymkatalysierten Addition von Blausäure an Aldehyde und Ketone 
durch Oxynitrilasen darzustellen [151-153]. Sie besitzen ein erhebliches Synthesepo-
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tential, da sie leicht in Substrate umgewandelt werden können, von denen eine große 
Zahl pharmazeutisch wirksam sind [3-18]. 
 
Bei der Synthese optisch aktiver Cyanhydrine ist eine ökonomische Herstellung der 
Zielmoleküle in hohen Ausbeuten und mit großer Enantioselektivität unter Minimie-
rung der Kosten, insbesondere der des Enzyms, von grundlegender Bedeutung. Auf 
diesem Sachverhalt basierend sollte eine Immobilisierungsmethode für die (R)-
Oxynitrilase entwickelt werden. 
 
5.1 Enzymatische und nichtenzymatische Cyanhydrinsynthese 
Eines der wichtigsten Ergebnisse dieser Untersuchungen ist, dass die Unterdrückung 
der spontanen Cyanhydrinbildung unter gleichzeitiger Ausbildung der enzymatisch 
gebildeten Cyanhydrine in weitem Umfang erreicht wird. Als wirksamstes Mittel stellt 
sich eine pH-Wert Minderung des Reaktionsmediums dar, da hierdurch die spontane 
Reaktion unterdrückt und somit der Anteil der enzymatischen Reaktion am Gesamt-
umsatz erhöht werden kann. 
 
Die anfänglichen Untersuchungen dieser Arbeit stützen sich weitgehend auf Arbeiten 
von EFFENBERGER ET AL. Aus diesen Veröffentlichungen geht hervor, dass die enzy-
matische Cyanhydrinsynthese in wässriger Lösung signifikant vom pH-Wert abhängt. 
So steigen die Enantiomerenüberschüsse beim Übergang von pH 5,4 auf 3,5 von 
etwa 40 bis 50% auf über 90% an. Die Ursache für diesen Effekt ist, dass bei pH-
Werten von vier oder niedriger die nichtenzymatische unselektive Cyanhydrinsynthe-
se, die parallel zu der enzymatischen Reaktion verläuft, nicht mehr oder nur geringfü-
gig abläuft [98]. Allerdings ist zu beachten, dass die Enzyme im im aciden pH-Bereich 
an Aktivität und an Stabilität verlieren, daher ist ein möglichst hoher pH-Wert anzu-
streben. 
 
5.1.1 Nichtenzymatische Cyanhydrinsynthese 
Zur Optimierung des Systems war es daher erforderlich, genaue Kenntnisse über den 
jeweiligen Anteil der enzymatischen und der nichtenzymatischen Reaktion zu erhal-
ten. Über eine Variation der Reaktionsparameter, insbesondere des pH-Werts, sollte 
Ergebnisse und Diskussion 
 59
die Reaktion anschließend so gelenkt werden, dass maximale Enantiomerenüber-
schüsse und chemische Ausbeuten erhalten werden. 
 
Laut EFFENBERGER et al. führt die enzymatische Reaktion bei einem pH-Wert von 
3,75 zu optisch reinen Cyanhydrinen. Um nachzuweisen, dass die nichtenzymatische 
Cyanhydrinsynthese im Vergleich zur enzymatischen tatsächlich bei dem pH-Wert 
von 3,75 unterdrückt wird, wurde zunächst die nichtenzymatische Blausäureaddition 
an Benzaldehyd bei diesem niedrigen pH- Wert in rein wässrigem Natriumcitratpuffer 
bei 20°C durchgeführt. 
 
Dazu wurde die nichtenzymatische Cyanhydrinsynthese bei in rein wässrigem Natri-
umcitratpuffer durchgeführt. Die Konzentration von Benzaldehyd war 0,1 mM, die von 
HCN 3,5 mM. Der Reaktionsverlauf dieser Synthese wurde photometrisch verfolgt, da 
die Absorptionsintensitäten von Benzaldehyd und von Cyanhydrin sehr unterschied-
lich sind (Abbildung 4-2). 
 
Bei der Auftragung der Extinktion über die Wellenlänge wird deutlich, dass sowohl 
das Maximum von Benzaldehyd als auch das von Mandelonitril bei einer Wellenlänge 
von 250 nm liegt. Die Absorptionsintensität des Benzaldehyds ist aber viel größer als 
die des Mandelonitrils. Dabei ist zu beachten, dass bei diesem Experiment die Kon-
zentration von Mandelonitril um den Faktor 10 größer ist als die von Benzaldehyd. 
 
Bei der nichtenzymatischen Cyanhydrinsynthese wurden zu unterschiedlichen Reak-
tionszeiten Proben genommen und diese photometrisch bei einer Wellenlänge von 
250 nm vermessen. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in der folgenden Abbil-


















Abbildung 5-2: Photometrischer Verlauf der nichtenzymatischen Cyanhydrinsynthese (pH = 3,75;  
T = 20°C; c(BA) = 0,1 mM; c(KCN) = 3,5) 
 
Aus der Abbildung 5-2 geht hervor, dass die Extinktion des Benzaldehyds sich wäh-
rend einer Versuchszeit von ca. 4,5 Stunden weniger als.10 % ändert. Damit wurde 
gezeigt, dass unter diesen Reaktionsbedingungen eine Zurückdrängung der zu ra-
cemischen Cyanhydrinen führenden nichtenzymatischen Blausäureaddition erreicht 
werden kann. Obwohl die nichtenzymatischen Cyanhydrinsynthese bei diesem pH-
Wert messtechnisch nicht mehr zu erfassen ist, muss man sie dennoch beachten, 
wenn durch die enzymatische Reaktion optisch sehr reine Cyanhydrine dargestellt 
werden sollen. 
 
Um einen weiteren Einblick in das Reaktionssystem zu bekommen, wurde zunächst 
die pH-Abhängigkeit der Racemisierung von Mandelonitril untersucht. 
 
5.1.2 Racemisierung des chiralen Cyanhydrins 
Bei der asymmetrischen Cyanhydrinsynthese wird der Enantiomerenüberschuss nicht 
allein durch das Verhältnis von asymmetrischer und symmetrischer Reaktion be-
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stimmt, sondern auch durch die in situ stattfindende Racemisierung der gebildeten 
chiralen Cyanhydrine (Abbildung 5-3) bestimmt. 
 
Am asymmetrischen α-Kohlenstoff sind sowohl das direkt gebundene H-Atom als 
auch das H-Atom der Hydroxylgruppe durch den elektronenziehenden Effekt der 





















Abbildung 5-3: Mechanismus der Racemisierung von Mandelonitril 
 
Um zu überprüfen, in wie weit der ee-Wert von der Racemisierung abhängt, wurde 
der folgende Versuch durchgeführt: 
 
Es wurde eine 1 mM Mandelonitrillösung (50 %-iges Gemisch der Enantiomeren (R) 
und (S)) hergestellt und diese bei einem pH-Wert von 3,75 sechs Stunden bei 20°C 
gerührt. Die Konzentration der Enantiomere wurde mittels enantioselektiver HPLC 
über die Reaktionszeit verfolgt. In Abbildung 5-4 ist der Reaktionsverlauf der Racemi-
sierung von Mandelonitril dargestellt, aufgetragen ist die Konzentration von (S)-
Mandelonitril über die Reaktionszeit. 
 
Aus der Abbildung 5-4 erkennt man, dass die Konzentration von (S)-Mandelonitril 
während einer Reaktionsdauer von fünf Stunden konstant bleibt. Hiermit ist gezeigt, 



























Abbildung 5-4: Reaktionsverlauf der Racemisierung von (R)-Mandelonitril (pH = 3,75; T = 20°C; 
c(MN) = 1 mM) 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, das bei einem pH-Wert von 3,75 sowohl die 
chemische Cyanhydrinbildung als auch die Racemisierung von (R)-Mandelonitril zum 
(S)-Enantiomer nicht stattfinden. 
 
Jetzt ist von besonderem Interesse, wie sich die spezifischen Enzymparameter- Akti-
vität und Stabilität - unter den gewählten Reaktionsbedingungen verhalten. Es ist also 
zu prüfen, ob sich unter diesen Bedingungen die enzymatische Cyanhydrinsynthese 
ökonomisch durchführen lässt. 
 
5.1.3 Enzymatische Cyanhydrinsynthese 
Erste orientierende Untersuchungen zur enzymatischen Cyanhydrinsynthese wurden 
mit der (R)-Oxynitrilase der Firma SIGMA-ALDRICH (SIGMA-ALDRICH CHEMIE GMBH; 
Schnelldorf) durchgeführt. Die Enzymmenge (mProtein = 0,36 mg) wurde so gewählt, 
dass die Reaktion in 30 bis 60 Minuten beendet war. Die Konzentrationsänderung 
des Benzaldehyds wurde auch in diesem Fall photometrisch bei 250 nm verfolgt 
(Abbildung 5-5). 
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Abbildung 5-5: Photometrischer Verlauf der nichtenzymatischen und der enzymatischen Cyanhydrin-
synthese (pH = 3,75; T = 20°C; c(BA) = 0,1 mM; c(KCN) = 3,5 mM) 
 
Betrachtet man den Konzentrationsverlauf in dem enzymatischen Ansatz, so erkennt 
man, dass die Benzaldehydkonzentration in den ersten 30 Minuten der Reaktion 
stark abnimmt. Im weiteren Reaktionsverlauf nimmt die Umsatzgeschwindigkeit ab, 
bis ein Gleichgewicht erreicht ist. Im Vergleich zur enzymatischen Reaktion ist der 
Umsatz der nichtenzymatischen Synthese in den ersten 30 Minuten sehr klein, so 
dass die spontane Cyanhydrinsynthese bei dem pH-Wert von 3,75 hinreichend dis-
kriminiert ist. 
 
5.2 Variation der Cyanidquelle 
Cyanwasserstoff (HCN) ist eine farblose, äußerst giftige (MAK 11 mg/m3) Flüssigkeit 
von charakteristischem Geruch (Mandelgeruch). Aufgrund des pK-Wertes von 9,4 
und des Siedepunktes von 25,8°C der Blausäure treten beim Arbeiten mit anorgani-
schem Cyanid unter physiologischen Bedingungen prinzipielle Schwierigkeiten in der 
Aufrechterhaltung der Cyanidkonzentration bzw. der Konstanthaltung des pH-Wertes 
auf. Die Toxizität von flüssiger und gasförmiger Blausäure (die tödliche Dosis liegt bei 
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1 mg CN-/kg Körpergewicht) kommt durch Blockierung des 3-wertigen Eisens der 
Cytochromoxidase zustande, was ein rasches Ersticken bewirken kann. 
 
Aufgrund der oben aufgeführten negativen Eigenschaften von Cyanwasserstoff wur-
den verschiedene Untersuchungen durchgeführt, Blausäure durch gefahrlos hand-
habbare Cyanid-Quellen zu ersetzen. Beispielsweise kann sie gegen Aceton-

















Abbildung 5-6: Reaktionsgleichung der enzymatischen Cyanhydrinsynthese mit Acetoncyanhydrin als 
Edukt 
 
Bei diesen Versuchen wurde Benzaldehyd im wässrigen Medium bei dem pH-Wert 
von 3,75 mit Acetoncyanhydrin als Cyanidquelle enzymatisch umgesetzt. Die Kon-
zetrationsänderung des Benzaldehyds während der Reaktion wurde dabei photomet-
risch verfolgt (Abbildung 5-7). Aus Abbildung 5-7 geht hervor, dass sich die Konzent-
ration des Benzaldehyds über eine Zeit von ca. 21 Stunden nur wenig ändert. Damit 
ist gezeigt, dass Acetoncyanhydrin unter diesen Reaktionsbedingungen nur langsam 
mit Benzaldehyd reagiert. Auch eine Variation des pH-Werts und der Temperatur 
brachte keinen Erfolg. 
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Abbildung 5-7: Enzymatische Umsetzung von Benzaldehyd mit Acetoncyanhydrin (pH = 3,75;  
T = 20°C; c(BA) = 0,1 mM; c(ACN) = 3,5 mM 
 
Zwar wird in der Literatur (AK EFFENBERGER) sehr oft Acetoncyanhydrin als Cyanid-
quelle eingesetzt, aber im Unterschied zu dieser Arbeit wird dort in einem Zwei-
Phasen-System (organische/wässrige Phase) gearbeitet. 
 
Die Ursache, weshalb Benzaldehyd mit dem Acetoncyanhydrin nicht im wässrigen 
System reagiert, könnte folgender sein. Das Acetoncyanhydrin besitzt im Unterschied 
zur Blausäure einen unpolaren Molekülrest, so dass sich das weniger polare Aceton-
cyanhydrin schlechter in Wasser löst und schneller im dem Zwei-Phasen-System. 
 
Unter den gewählten wässrigen Reaktionsbedingungen kommt also der Einsatz von 
Acetoncyanhydrin als Cyanidquelle nicht in Frage. 
 
Im nächsten Versuch wurde Kaliumcyanid als Blausäurequelle für die enzymatische 
Reaktion getestet. Der Reaktionsverlauf wurde wieder über die Konzentrationsände-
rung des Benzaldehyds photometrisch verfolgt. Man erkennt in Abbildung 5-8, dass 
die Extinktion von Benzaldehyd innerhalb weniger Minuten stark abnimmt. Nach einer 



















Abbildung 5-8: Enzymatische Umsetzung von Benzaldehyd mit Kaliumcyanid (pH = 3,75;  
T = 20°C; c(BA) = 0,1 mM; c(KCN) = 3,5 mM) 
 
Da der Einsatz von Kaliumcyanid als Blausäurequelle zum Erfolg führte, wurden die 
folgenden Untersuchungen mit KCN durchgeführt. 
 
5.3 Variation von Enzymquellen 
Aufgrund des hohen Preises der (R)-Oxynitrilase sollte das Enzym von verschiede-
nen Anbietern bezogen und auf seine Aktivität getestet werden. Bei der Untersu-
chung des Reaktionsverlaufs der enzymatischen Cyanhydrinsynthese wurde die 
Konzentrationsabnahme des Benzaldehyds mittels Photometer und HPLC verfolgt. 
Dabei wurde festgestellt, dass sich die ermittelten Konzentrationen bei beiden Mess-
verfahren nicht signifikant voneinander unterscheiden. Aufgrund des geringeren ex-
perimentellen Aufwandes und der Kosten (z.B. Laufmittel für HPLC usw.) erfolgte die 
Ermittlung der Enzymaktivitäten im Weiteren durch die photometrische Bestimmung 
der Benzaldehydkonzentration. 
 
Um die in dieser Arbeit ermittelten Enzymaktivitäten mit denen der Hersteller verglei-
chen zu können, mussten die gleichen Testbedingungen wie bei den Anbietern ge-
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wählt werden. Aus diesem Grund wurde anstelle der enzymatischen Cyanhydrinbil-
dung die Rückreaktion, d.h. die Spaltung des Cyanhydrins betrachtet. Diese wird e-
benfalls durch die (R)-Oxynitrilase katalysiert. 
 
In Abbildung 5-9 sind die Extinktions-Zeit-Kurven der Cyanhydrinspaltung mit der (R)-
Oxynitrilase unterschiedlicher Hersteller dargestellt. 
 


















Abbildung 5-9: Unterschiedliche Enzymquellen (pH = 3,75; T = 30°C; c(MN) = 1 mM) 
 
Die Reaktionsbedingungen, unter denen die Cyanhydrinspaltung erfolgte, waren wie 
folgt. Die Konzentration von Mandelonitril war 0,1 M und der pH-Wert war 3,75. Im 
Falle des ASA-Enzyms wurde die Cyanhydrinspaltung bei einer Temperatur von 30°C 
durchgeführt. Im Gegensatz dazu wurde die Reaktion mit dem ROCHE- bzw. SIGMA-
Enzym bei 20°C durchgeführt. Bei jedem Ansatz wurde die gleiche Menge (0,36 mg) 
an Protein eingesetzt. 
 
Aus Abbildung 5-9 geht hervor, dass alle drei Kurven einen Maximum durchlaufen. 
Am Anfang nimmt die Extinktion sehr stark zu, wobei die Steigung bei dem Enzym 
von der Firma ROCHE am größten ist. Die kleinste Steigung ist bei dem Enzym der 
Firma ASA zu beobachten. Nach dem das Maximum durchlaufen wurde, nimmt die 
Steigung der Kurve in allen drei Fällen ab. Da es sich bei dieser Reaktion um eine 
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Gleichgewichtsreaktion handelt, sollte im Idealfall aber der Kurvenverlauf hyperbo-
lisch sein. Es ist zu klären, warum es zu solch einem Kurvenverlauf kommt. Es könn-
te sein, dass sich Benzaldehyd im Unterschied zu Mandelonitril bevorzugt an die ak-
tiven Zentren anlagert und abreagiert. Um dies zu testen, wurde die Enzymmenge 
variiert. Für diese Versuchsreihe wurde das Enzym der Firma ASA eingesetzt. Die 
Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Abbildung 5-10 und Abbildung 5-11 aufge-
führt. 
 



















Abbildung 5-10: Variation der Enzymmenge (I) (pH = 3,75; T = 30°C; c(MN) = 1 mM) 
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Abbildung 5-11: Variation der Enzymmenge (II) (pH = 3,75; T = 30°C; c(MN) = 1 mM) 
 
Um zu klären, warum die Konzentration von Benzaldehyd wieder abnimmt, wurden 
folgende Versuche zur Untersuchung der Stabilität der Substrate durchgeführt: 
 
• Umsatz von Benzaldehyd mit Enzym bei 20°C bzw. 30°C 
• Umsatz von Benzaldehyd ohne Enzym bei 30°C 
• Umsatz von Mandelonitril ohne Enzym bei 20°C bzw. 30°C 
 
Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 5-12 dargestellt. Aus 
Abbildung 5-12 geht hervor, dass beim Umsatz von Mandelonitril mit dem Enzym der 
Extinktionswert von Mandelonitril sowohl bei 20°C als auch bei 30°C konstant bleibt. 
Dagegen wird die Konzentration von Benzaldehyd in allen drei Fällen mit der Zeit 
kleiner. Bei dem Umsatz des Benzaldehyds mit dem Enzym bei 30°C ist die Konzent-
rationsabnahme am größten. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass neben der en-
zymatischen Reaktion des Benzaldehyds zu Cyanhydrin noch eine weitere chemi-
sche Reaktion des Benzaldehyds vorliegt. Es könnte sich dabei um die Autoxidation 
des Benzaldehyds zur Benzoesäure handeln (Abbildung 5-13) [106]. Durch die Auto-
xidation des Benzaldehyd wird dieser aus dem System entfernt, wodurch sich das 
Gleichgewicht der enzymatischen Reaktion immer wieder neu einstellen muss. 
Kapitel 5 
 70













Benzaldehyd ohne Enzym bei 30 oC
Benzaldehyd mit Enzym bei 30 oC
Benzaldehyd mit Enzym bei 20 oC
Mandelonitril ohne Enzym bei 20 oC und 30 oC
 
 
Abbildung 5-12: Untersuchungen zur Erklärung des nichthyperbolischen Kurvenverlaufs der enzymati-

































Abbildung 5-13: Autoxidation von Benzaldehyd 
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Aus den Extinktions-Zeit-Kurven der Abbildung 5-9 wurde über lineare Regression 
die Konzentrationen des Benzaldehyds bestimmt. Diese wurden wiederum gegen die 
Zeit aufgetragen und aus der Anfangssteigung die Aktivität der (R)-Oxynitrilase ermit-




ASA 3,0  U/mg 2,9  U/mg
ASA 15,7  U/mg             13,6  U/mg
Roche 11,5  U/mg             23,4  U/mg





























Abbildung 5-14: Enzymaktivität für die Enzyme von ROCHE, SIGMA- und ASA (pH = 3,75;  
c(BA) = 0,1 mM; c(KCN)=3,5; c(MN)=1 mM), T(ASA) = 30°C, T(ROCHE bzw. SIGMA) = 
20°C; 1 U = 1 µmol/min 
 
Die aus den Konzentrationsverläufen bestimmten Aktivitäten wurden mit denen der 
Hersteller verglichen. Bei der (R)-Oxynitrilase der Firma ASA stimmen die ermittelten 
Aktivitäten mit denen des Herstellers überein. Es wurden sogar teilweise höhere Akti-
vitäten gefunden. Im Gegensatz zu diesem Anbieter wiesen in den beiden anderen 
Fällen die Enzyme geringere Aktivitäten auf. Bei dem Enzym von ROCHE wich die 
Aktivität um ca. 50% von der des Herstellers ab. Im Falle des Enzyms von SIGMA war 
die Aktivität sogar um 60 % kleiner. 
 
Die Reinheit der eingesetzten Enzyme wurde durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese (SDS-Page) überprüft. Bei der SDS-Page handelt es sich um eine Methode, 
mit der Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Die Auf-
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trennung erfolgt dabei durch die mit abnehmender Molekülgröße zunehmende Wan-
derungsgeschwindigkeit der Proteine. Durch Inkubation der Proteine mit SDS und 
Disulfidbrücken (S-S) reduzierenden Mitteln werden diese vollständig denaturiert und 
dissoziiert. 
 
Durch die Bindung von SDS an das denaturierte Protein wird der Einfluss der prote-
ineigenen Ladung überdeckt, so dass beim Anlegen eines elektrischen Feldes die 
Wanderungsgeschwindigkeit nur von der Molekülgröße abhängt. 
 
In Abbildung 5-15 werden beispielsweise die Reinheit des Enzyms von ASA und des 














Abbildung 5-15: SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) 
 
Hierbei wird deutlich, dass das Enzym der Firma SIGMA sehr rein ist, da man nur eine 
einzige Bande sieht. Bei dem Enzym von ASA hingegen sind mehrere Banden zu se-
hen, was für eine Verunreinigung des Enzyms mit anderen Proteinen spricht. 
 
Bei der Gelelektrophorese des Enzyms der Firma ROCHE, welches in Abbildung 5-15 
nicht aufgeführt ist, wurde ebenfalls nur eine einzige Bande beobachtet. Sowohl das 
Enzym der Firma SIGMA als auch das Enzym der Firma ROCHE sind im Vergleich zum 
Enzym von ASA hoch rein.  
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Hinsichtlich der Aktivität und des Preisfaktors erwies sich aber das Enzym der Firma 
ASA in der Summe seiner Eigenschaften als am besten geeignet. Daher wurden die 
kinetischen und Immobilisierungsversuche mit diesem Enzym durchgeführt. 
 
5.4 Kinetische Untersuchung der enzymatischen Cyanhydrin-
synthese 
Für den industriellen Einsatz ist die Kinetik der freien und immobilisierten Enzymen 
von großem Interesse. Jedes Enzym hat eine andere spezifische Aktivität (Ge-
schwindigkeit), mit der es bestimmte Substrate umsetzt. Diese Aktivität kann auf ver-
schiedene Art und Weise beeinflusst werden. Am einfachsten kann die Gesamtaktivi-
tät in einem Reaktionsprozess über die Menge an Enzym geregelt werden. Technisch 
interessant ist auch die Regelung der Aktivität über die Temperatur und den pH-Wert. 
Mit steigender Temperatur durchläuft die Enzymaktivität ein Maximum, wobei oftmals 
die Selektivität abnimmt. Dieses Maximum entsteht, da zuerst die Aktivität mit der 
Temperatur zunimmt, die Proteindenaturierung ab einer kritischen Temperatur aber 
so stark ist, dass die Aktivität insgesamt drastisch abnimmt. Ein ähnliches Optimum 
existiert auch bei der pH-Abhängigkeit (siehe Kapitel 1.1.1 und 1.1.2). Auch dies ist 
verständlich, wenn man den Einfluss des pH-Werts auf die Proteinkonfiguration be-
denkt (Protonierung/Deprotonierung verschiedenster Gruppen). Einer der Hauptfakto-
ren, der die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymkatalysierten Reaktion definiert, ist 
die Substratkonzentration. 
 
5.4.1 Einfluss der Substratkonzentration 
Grundlage für die Beschreibung der kinetischen Parameter der enzymatischen Reak-
tion ist die Michaelis-Menten-Gleichung. 
 
Bei der Michaelis-Menten-Gleichung wird angenommen, dass die Reaktion irreversi-
bel verläuft. Wenn die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion gegen die Substratkon-
zentration aufgetragen wird, entsteht die typische Michaelis-Menten-Kurve. 
 
Für die Abschätzung der MICHAELIS-MENTEN-Parameter (Km und Vmax) stehen prinzi-




Möglichkeit 1: Messung der zeitabhängigen Konzentrationen des Substrats cs(t) und 
des Produkts cp(t), Integration der Michaelis-Menten-Kinetik, Optimieren der kineti-






















cs,gem: gemessene Substratkonzentration 
 cs,ber: berechnete Substratkonzentration 
       t: Reaktionszeit 
 
 
Die Integration der Michaelis-Menten-Kinetik erfolgt entweder numerisch oder führt 
zur analytischen Lösung. 
 
Möglichkeit 2: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeiten V(t > 0) bei unter-
schiedlichen Anfangssubstratkonzentrationen, cs(t = 0). Die Änderung der Substrat-
konzentration in dem entsprechenden Zeitabschnitt  t wird dabei vernachlässigt. 
 
Zur Auswertung der Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit wird der zweite Weg ein-
geschlagen. 
 
Aus der MICHAELIS-MENTEN-Kurve ist es meist schwierig, Vmax und Km direkt zu 
bestimmen. In der Literatur werden deshalb oft graphische Linearisierungsmethoden 
verwendet (Tabelle 3). Alternativ kann die Bestimmung der Parameter KM und Vmax 
aus den Anfangsgeschwindigkeiten mit Hilfe einer nichtlinearen Regression am 
Computer geschehen (Simulation). Hierfür gibt es heutzutage viele Softwarepakete, 
wie zum Beispiel: Sigmaplot, Mathlab oder Origin. In dieser Arbeit wird das letztge-
nannte Programm eingesetzt. 
 
5.4.1.1 Anwendung der Michaelis-Menten-Gleichung auf Zwei-Substrat- 
Reaktionen 
Bei der hier untersuchten enzymatischen Cyanhydrinsynthese sind zur Reaktionsfüh-
rung zwei Substrate (Aldehyd und Blausäure) nötig. Um die Michaelis-Menten-
Gleichung für eine Zwei-Substrat-Reaktion verwenden zu können, wird ein Substrat 
in Sättigungskonzentration vorgelegt, so dass [Sx] >> KM,Sx. Dadurch wird ein Term 
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der Michaelis-Menten-Gleichung ungefähr ”Eins” und kann deshalb aus der Glei-
chung eliminiert werden. Eine scheinbar einfache MICHAELIS-MENTEN-Kinetik ist dann 
gegeben. 
 
Zu erwähnen ist, dass die Vereinfachung der Michaelis-Menten-Gleichung für Mehr-
Substrat-Reaktionen keinerlei Auskunft über den Mechanismus dieser enzymkataly-
sierten Reaktionen gibt. Die Reaktion wird nur formalkinetisch beschrieben. Der we-
sentliche Vorteil ist die anschauliche Beschreibung und einfache Bestimmung der 
kinetischen Parameter. Die Genauigkeit der Michaelis-Menten-Konstanten ist für 
technische Prozesse ausreichend. 
 
Die experimentelle Bestimmung der kinetischen Konstanten der enzymatischen Cy-
anhydrinsynthese erfordert zahlreiche Messreihen mit unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen. Diese werden über einen weiten Bereich bei ansonsten konstanten 
Reaktionsbedingungen variiert, um daraus die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit zu 
ermitteln [68]. 
 
Der Mechanismus der enzymatischen Cyanhydrinsynthese wird untersucht, indem 
bei konstanter Benzaldehydkonzentration die Kaliumcyanidkonzentration variiert wird. 
In einer zweiten Versuchsreihe wird dagegen die Konzentration des Benzaldehyds 
verändert. 
 
Für diese Versuche werden geringere Mengen an Enzym eingesetzt, um in der lang-
sameren Reaktion den Umsatzzuwachs zu Reaktionsbeginn mit mehreren Proben 
erfassen zu können. Dadurch ergibt sich eine höhere Genauigkeit bei der Bestim-
mung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit, da für die Ermittlung der kinetischen Pa-
rameter die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bei verschiedenen Substratkonzentra-




5.4.1.2 Variation der Kaliumcyanidkonzentration 
Zur Ermittlung der Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Kaliumcyanid-
konzentration wird diese variiert (Tabelle 1 und Tabelle 2). Die Benzaldehydan-
fangskonzentration beträgt in Tabelle 1 0,1 mM und in Tabelle 2 1 mM. 
 
Tabelle 1: Variation der Kaliumcyanidkonzentration bei einer Benzaldehydanfangskonzentration 







































Tabelle 2: Variation der Kaliumcyanidkonzentration bei einer Benzaldehydanfangskonzentration 



















































Die Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17 zeigen die Konzentrations-Zeit-Kurven für 
den Reaktionsverlauf der Cyanhydrinsynthese. In Abbildung 5-16 sind die Ergebnisse 
der Tabelle 1 und in Abbildung 5-17 die Ergebnisse der Tabelle 2 graphisch darge-
stellt. In Abbildung 5-16 ist die Konzentration in µM über die Zeit in Minuten aufgetra-
gen. Wogegen in Abbildung 5-17 die Konzentration in mM über die Zeit in Minuten 
aufgetragen ist. 
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Abbildung 5-16: Konzentrations-Zeit-Kurven bei Variation von Kaliumcyanid  
(pH = 3,75; T = 20°C; c0(BA) = 0,1 mM; c0(KCN) = 3,8 mM; 7,8 mM; 15,4 mM; 30,7 
mM; 38,4 mM; 46,1 mM; 57,6 mM; 76,8 mM; Kurvenverlauf von oben nach unten) 
 



















Abbildung 5-17: Konzentrations-Zeit-Kurven bei Variation von Kaliumcyanid  
(pH = 3,75; T = 20°C; c0(BA) = 1 mM; c0(KCN) = 3,8 mM; 7,8 mM; 15,4 mM; 19,2 mM; 
23,0 mM; 30,7 mM; 38,4 mM; 46,1 mM; 57,6 mM; 76,8 mM; 153,6 mM Kurvenverlauf 




Aus Abbildung 5-16 und Abbildung 5-17 geht hervor, dass mit steigender Kaliumcya-
nidkonzentration auch der Umsatz zunimmt. Gleichzeitig wird die negative Steigung 
der Kurve und damit die Enzymaktivität größer. 
 
Die Enzymaktivität wird durch die Aufnahme einer Konzentrations-Zeit-Kurve be-
stimmt. Aus der Anfangssteigung der Konzentrations-Zeit-Kurve aus Abbildung 5-16 
wird die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit ermittelt. Die mittels dieser Methode be-
stimmten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten sind in Abbildung 5-18 dargestellt. 
Hierbei wurden sie gegen die Kaliumcyanidkonzentration aufgetragen. 
 




















Abbildung 5-18: Anfangsreaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Kaliumcyanidkonzentration 
 
Die Auftragung der Substratkonzentration über die Anfangsreaktionsgeschwindig-
keiten führt in diesem Fall zur hyperbolischen Enzymkennlinie. Im Bereich niedriger 
Kaliumcyanidkonzentration (c(KCN) = 30 mM) ist die Abhängigkeit nahezu linear. Bei 
höheren Konzentrationen nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit langsamer zu und nä-
hert sich schließlich der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit, an. Die Ursache für 
die Reaktionsgeschwindigkeitsbegrenzung ist u.a. die Menge des Enzyms. Da dieses 
bei der Reaktion intermediär eine Bindung mit dem Substrat eingeht, kommt es 
schließlich zu einer Absättigung, so dass eine weitere Erhöhung der Kaliumcyanid-
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konzentration keinen Einfluss mehr besitzt. Ab einer Kaliumcyanidkonzentration von 
76,8 mM liegt das Substrat KCN im Überschuss vor. 
 
Da sich bei der Auftragung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit über die Kaliumcy-
anidkonzentration eine Hyperbel ergibt, lässt sich daraus schlussfolgern, dass durch 
Erhöhung der Kaliumcyanidkonzentration keine Substrathemmung auftritt. 
 
Aus dem Kurvenverlauf können die MICHAELIS-MENTEN-Konstanten Km und Vmax nicht 
exakt ermittelt werden. Zur besseren Bestimmung der kinetischen Parameter ist es 
vorteilhafter die MICHAELIS-MENTEN-Gleichung so umzuformen, dass man einen linea-
ren Zusammenhang erhält. Hierfür werden in der Literatur unterschiedliche Lineari-
sierungsmethoden verwendet (Tabelle 3). 
 
Tabelle 3: Linearisierungsmethoden der Michaelis-Menten-Gleichung [68] 











































Die doppelt reziproke Auftragungsmethode nach LINEWEAVER-BURK ist die am weites-
ten verbreitete Methode, mit der man durch Bestimmung der Anfangsreaktionsge-





1/v = 0,4092 * 1/c + 0,0113





















1/vmax = 0,4092 * 0 + 0,0113
vmax = 88,5 µmol/(L*min) 
-1/ KmB = 0,4092 * 1/c + 0,0113 = 0























Abbildung 5-19 ist die Hyperbel nach LINEWEAVER-BURK (1/V über 1/c) linearisiert. 
Betrachtet wird der Kurvenverlauf für die Benzaldehydkonzentration von 1 mM. Aus 
der erhaltenen linearen Funktion werden dann Km und Vmax graphisch ermittelt. 
 
1/v = 0,4092 * 1/c + 0,0113





















1/vmax = 0,4092 * 0 + 0,0113
vmax = 88,5 µmol/(L*min) 
-1/ KmB = 0,4092 * 1/c + 0,0113 = 0























Abbildung 5-19: Lineweaver-Burk-Diagramm: Auftragung der reziproken Anfangsgeschwindigkeit ge-
gen die reziproke Kaliumcyanidkonzentration 
 
Bei der Auftragung von 1/V gegen 1/c erhält man eine Gerade mit dem Anstieg 
Km/Vmax und dem Ordinatenabschnitt 1/Vmax. Bei der Cyanhydrinsynthese ergeben 
sich damit für das Substrat KCN für Vmax = 88,5 µmol/L*min und für KmB = 36,2 mM. 
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5.4.1.3 Variation der Benzaldehydkonzentration  
Im zweiten Schritt wird der Einfluss von Benzaldehyd auf die Cyanhydrinsynthese 
untersucht. Hierbei wird die Benzaldehydkonzentration bei konstanter Kaliumcyanid-
konzentration variiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 5-20 
zusammen gestellt. 
 























Abbildung 5-20: Konzentrations-Zeit-Kurve bei Variation von Benzaldehyd (pH = 3,75; T = 20°C; 
c(KCN) = 76,8 mM; c(BA) = 0,052 mM; 0,093 mM; 0,1 mM; 0,11 mM; 0,115 mM; 0,122 
mM) 
 
Die Abbildung 5-20 zeigt die Konzentrations-Zeit-Kurven für den Reaktionsverlauf der 
Cyanhydrinsynthese bei Variation der Benzaldehydkonzentration. Im Unterschied zur 
Konzentrations-Zeit-Kurve von Kaliumcyanid erhält man hier eine fast lineare Abhän-
gigkeit der Aldehydkonzentration von der Zeit. Betrachtet man im Unterschied zur 
Konzentrations-Zeit-Kurve von Kaliumcyanid den linearen Anfangsbereich der En-
zymreaktion, so sieht man, dass die negative Steigung der Kurven in allen Fällen fast 
gleich groß ist. Dieser Zustand kommt daher, dass Kaliumcyanid im Überschuss vor-




Der Einfluss von Benzaldehyd auf die Cyanhydrinsynthese wurde auch für weitere 
Kaliumcyanidkonzentration untersucht. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in 
Abbildung 5-21 zusammengestellt. 
 
Auch in diesem Fall wurde aus den Konzentrations-Zeit-Kurven der Abbildung 5-20 
die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der Cyanhydrinsynthese ermittelt und diese 
gegen die Benzaldehydkonzentration aufgetragen (Abbildung 5-22). 
 


















Abbildung 5-21: Konzentrations-Zeit-Kurve bei Variation der Benzaldehydkonzentration  
(pH = 3,75; T = 20°C; c(KCN) = 76,8 mM; c(BA) = 0,1 mM; 1,0 mM) 
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c(KCN) = 76.8 mM
 
 
Abbildung 5-22: Anfangsreaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit der Benzaldehydkonzentration  
(pH = 3,75; T = 20°C; c(KCN) = 76,8 mM) 
 
Die Kurve verläuft bei kleinen Substratkonzentrationen (c(BA) ≤  1 mM) linear, durch-
läuft aber bei hohen Substratkonzentration ein Maximum. Da Kaliumcyanid im Über-
schuss eingesetzt wird, ist immer genügend KCN-Substrat für die Enzymreaktion 
vorhanden. Der nichthyperbolische Verlauf der Enzymkennlinie kann also nur durch 
die Benzaldehydkonzentration hervorgerufen worden sein. Der Aldehyd wirkt sich ab 
einer bestimmten Konzentration hemmend auf die enzymatische Reaktion aus. Es ist 
möglich, dass Benzaldehyd, wenn seine Konzentration zu hoch wird, die aktiven 
Zentren der (R)-Oxynitrilase für das Kaliumcyanid blockiert. Seine Affinität für die ak-
tiven Zentren für Benzaldehyd muss viel höher als die von KCN sein. 
 
Zur Bestimmung der kinetischen Parameter musste die MICHAELIS-MENTEN-Gleichung 
nach Lineweaver-Burk umgeformt werden. Die Auswertung nach LINEWEAVER-BURK 
ergibt für die reziproke Geschwindigkeit über die reziproke Benzaldehydkonzentration 





1/vmax = 33,75 * 0 - 0,0488 
1/vmax = 0,0488 
vmax = 20,5 µmol/(L*min) 
1/KmBA = 33,75 * x - 0,0488
1/KmBA = 0,0014
































Abbildung 5-23: Lineweaver-Burk-Diagramm: Auftragung der reziproken Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeit gegen die reziproke Benzaldehydkonzentration 
 
Man erkennt im LINEWEAVER-BURK-Diagramm eine lineare Abhängigkeit der rezipro-
ken Geschwindigkeit von der reziproken Benzaldehydkonzentration. Aus dem Anstieg 
der Kurve und dem Schnittpunkt mit der Ordinate werden die Parameter KmBA (691,6 
µmol/L) und Vmax (20,5 µmol/L*min) bestimmt. 
5.4.2 Einfluss der Produktkonzentration 
Es muss untersucht werden, ob die (R)-Oxynitrilase durch das Produkt Mandelonitril 
inhibiert wird. Die Bestimmung der Inhibitionskonstanten kann ebenfalls durch Mes-
sung der Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion unter Standardbedingungen erfolgen, 
wobei das Reaktionsprodukt Mandelonitril vor dem Start der Reaktion in bestimmter 
Konzentration zugegeben wird. Die Reaktion wird mit Zugabe des Benzaldehyds ge-
startet. 
 
In Abbildung 5-24 ist die Konzentration von Benzaldehyd gegen die Reaktionszeit 
aufgetragen. 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 85























Abbildung 5-24: Variation von Mandelonitrilkonzentration (MN) (pH = 3,75; T = 20°C; c(KCN) = 76,8 
mM; c(MN) = 0,1 mM; 1,0 mM, 2 mM, 3 mM) 
 
Aus Abbildung 5-24 geht hervor, dass alle Kurven sehr eng beieinander liegen. Die 
Steigung der Kurven ist in allen Fällen gleich, d.h. dass die Konzentration des 
Mandelonitrils keinen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit hat. Damit ist 
gezeigt, dass es bei einer Zugabe von bis zu 3 mM Mandelonitril zu keiner Produkt-
hemmung kommt. Mandelonitril blockiert im Unterschied zu Benzaldehyd die aktiven 
Zentren der (R)-Oxynitrilase nicht. 
5.4.3 Mechanismus der enzymatischen Cyanhydrinsynthese 
Bei der experimentellen Untersuchung ergab sich, dass die beiden Substrate Kalium-
cyanid und Benzaldehyd zum Cyanhydrin reagieren. In Bezug auf Benzaldehyd wur-
de eine konzentrationsabhängige Substrathemmung festgestellt. Kaliumcyanid und 
Mandelonitril wirken sich nicht hemmend auf die Reaktion aus. 
 
Aus der Literatur ist bekannt, dass die Anlagerung der Substrate an das Enzym (R)-




Es wird deshalb angenommen, dass die enzymatische Cyanhydrinsynthese nach 
einem Random-Bi-Uni-Mechanismus abläuft. 
 
Die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit des Random-Bi-Uni-Mechanismus wird durch 

















    Gleichung 1 
 
v:   Reaktionsgeschwindigkeit 
vmax:   max. Reaktionsgeschwindigkeit der Synthese 
BA = A:  Konzentration des Benzaldehyd [mol/L] 
B:   Konzentration der Blausäure [mol/L] 
KiA:   Inhibierungskonstante für Benzaldehyd [mol/L]) 
KmA:   MICHAELIS-MENTEN-Konstatnte für Benzaldehyd [mol/L] 
KmB:   MICHAELIS-MENTEN-Konstante für die Blausäure [mol/L] 
t:   Reaktionszeit 
 




























































































































    Gleichung 6 
 
Im nächsten Schritt wird diese Gleichung integriert: 
 










































































































    Gleichung 10 



















max000lnln   Gleichung 11 



















max000 lnln   Gleichung 12 






















































0 1ln     Gleichung 14 
 








































ln1    Gleichung 15 
 
In diese Gleichung werden die experimentell bestimmten Parameter KmA, KmB, KiA 








Abbildung 5-25: Origin-Software 
 
In Abbildung 5-26 wird die experimentell bestimmte Kurve mit der simulierten Kurve 
verglichen. Um die Kurvenverläufe besser mit einander vergleichen zu können, wird 
ein kleinerer Abschnitt der Abbildung 5-26 in Abbildung 5-27 dargestellt. 





















































Abbildung 5-27: Vergleich der experimentell bestimmte Kurve mit der simulierten Kurve (Ausschnitt von 
Abbildung 26) 
 
Vergleicht man den experimentell ermittelten Konzentrations-Zeitverlauf der enzyma-
tischen Cyanhydrinsynthese mit dem nach der oben aufgeführten Gleichung berech-
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neten Kurvenverlauf, so erkennt man, dass dieser mit der theoretischen Annahme 
übereinstimmt.  
 
Damit ist bewiesen, dass die oben getroffenen Angaben bezüglich des Mechanismus 
der enzymatischen Reaktion richtig sind. Es liegt ein Random-Bi-Uni-Mechanismus 
vor, d.h.: 
 
• die beiden Substrate Benzaldehyd und Kaliumcyanid reagieren zu einem Pro-
dukt, dem Mandelonitril 
• die Anlagerung der Substrate an das Enzym erfolgt rein zufällig. 
 
5.5 Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase 
Eine Enzymimmobilisierung ermöglicht eine Wiederverwendung, eine kontinuierliche 
Prozessführung und einfach nur eine Enzymabtrennung. Zur Immobilisierung werden 
die Biokatalysatoren unter Erhalt ihrer katalytischen Fähigkeiten an Trägerstoffe oder 
untereinander gebunden [113]. Weitere Möglichkeiten umfassen die Einhüllung in 
Polymere, natürliche oder künstliche Matrices, die Umkapselung durch Membranen 
oder die Reaktionsführung in Membranreaktoren [27, 114]. Über den oft beobachte-
ten Stabilisierungseffekt der immobilisierten Biokatalysatoren hinaus lassen sie sich 
leicht vom Reaktionsgemisch abtrennen und somit wieder verwenden [115]. Je nach 
der verwendeten Methode kann die Immobilisierungsart der Biokatalysatoren klassifi-
ziert werden, wie es in Abbildung 3-13 in Kapitel 3.2.1 schematisch dargestellt ist. Für 
die Herstellung immobilisierter Enzyme gibt es aber kein Standardverfahren. Wie in 
Kapitel 3.2 beschrieben, können Enzyme auf verschiedener Art und Weise chemisch 
oder physikalisch immobilisiert werden. Der Immobilisierungserfolg hängt von der 
Auswahl des Enzyms und der Immobilisierungsmethode ab. 
 
Für die industrielle Anwendung müssen an die Immobilisierungsmethode und die im-
mobilisierten Enzyme folgende Anforderungen gestellt werden: 
 
• einfache Herstellung 
• geringe Kosten 
• leichte Übertragung aus dem Laboratoriums- in den Betriebsmaßstab 
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• hohe Aktivität und Stabilität während des Einsatzes 
• leichte Regenerierbarkeit bzw. Auswechselbarkeit des Enzympräparates 
• Anwendbarkeit für eine Vielzahl von Enzymen  
 
Es wurden bereits zahlreiche Verfahren zur Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase er-
probt. Die bisher erzielten Ergebnisse auf diesem Gebiet befriedigen aber aus ver-
schiedenen Gründen nicht im vollen Umfang (Kapittel 3.2.3). 
 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte u.a. die Immobilisierung von (R)-Oxynitrilase in Hyd-
rogelen untersucht werden. 
 
5.5.1 Einschluss von Mandelkernkleie in PVA-Hydrogele 
Für die industrielle Anwendung von biokatalytischen Reaktionen sind die Kosten für 
Biokatalysatoren ein sehr wichtiges Kriterium. Zu Beginn der Immobilisierungsarbei-
ten wurde Mandelkernkleie in Polyvinylalkohol-Hydrogelen eingeschlossen, weil sie 
sehr viel preiswerter als reines Enzym ist. 
 
Die Mandelkernkleie wird aus gemahlenen und anschließend entfetteten Bitterman-
deln gewonnen. Sie fällt bei der Gewinnung von Mandelöl, das in Kosmetika einge-
setzt wird, an. Aufgrund der niedrigen Kosten wurde die Mandelkernkleie zur Optimie-
rung der Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase direkt in ein PVA-Hydrogel einge-














Der Einschluss der Mandelkernkleie in das Gel war erfolgreich. Da aber die Enzym-
aktivität der Kleie sehr gering war, kommt die Kleie als Enzymersatz für die weiteren 
Untersuchungen nicht in Frage. Aus diesem Grund muss für die weiteren Untersu-
chungen das freie, in Lösung befindliche Enzym immobilisiert werden, da die Aktivität 
des nativen Enzyms im Vergleich zur Mandelkleie viel höher ist. Da aber das Enzym 
aufgrund seines geringen Molekulargewichtes und somit seiner Größe aus dem PVA-
Hydrogel herausdiffundieren kann, muss das Molekulargewicht des Enzyms vor dem 
Einschluss wie z.B. durch Flockulation, Quervernetzung oder Coquervernetzung ver-
größert werden. 
 
In Abbildung 5-29 sind die Schritte der Immobilisierung des Enzyms (R)-Oxynitrilase 
schematisch dargestellt. Im ersten Schritt erfolgt die Molekulargewichtsvergrößerung 
durch Flockulation, Quervernetzung und Coquervernetzung und anschließend erfolgt 














































Abbildung 5-29: Ausgewählte Immobilisierungsmethoden für (R)-Oxynitrilase 
 
Das Enzym katalysiert wie oben beschrieben nicht nur die Cyanhydrinbildung, son-
dern auch die Rückreaktion. Aufgrund des geringeren experimentellen Aufwandes, 
der niedrigeren Kosten und der Toxizität von KCN wurde für die Optimierung der Im-
mobilisierung die Cyanhydrinspaltung betrachtet. 
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5.5.2 Flockulation des Enzyms mit Polyelektrolyten 
Gegensätzlich geladene Polyelektrolyte reagieren zu Polyelektrolytkomplexen, so 
genannte Symplexe mit definierter stöchiometrischer Zusammensetzung. Die Kom-
plexbildung erfolgt weitgehend unabhängig von der Struktur und dem Molekular-
gewicht der Polymere. Es werden meist wasserunlösliche, aber hochgequollene Fäl-
lungen beim Zusammengeben der wässrigen Polyanion- und Polykationlösungen 
erhalten [130-132]. 
 
Die Symplexbildung kann zur Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase genutzt werden. In 
Abbildung 5-30 ist die Molekulargewichtsvergrößerung des Enzyms durch Flockulati-




Polymerlösung Polyanion Polykation 
stabiler Enzym - 
























































Abbildung 5-30: Flockulation des Enzyms mit Polyelektrolyten und Einschluss in ein PVA-Hydrogel 
 
Es sind nur Polyelektrolyte für die Symplexbildung geeignet, deren Ladungsdichte 
vom pH-Wert in einem weiten Bereich unabhängig ist und die eine reguläre Molekül-
geometrie aufweisen. Eine hohe Ladungsdichte ist außerdem von Vorteil. Aus die-
sem Grund wurden für die Flockung als Kation Poly(diallyl-dimethyl-ammonium-
chlorid) PDADMAC und als Anion Poly(acrylsäure) PAS verwendet. Die verschiede-
nen Enzym-Polyelektrolyt-Komplexe wurden vom Arbeitskreis DAUTZENBERG bezo-
gen. Diese wurden anschließend in ein PVA-Hydrogel eingeschlossen. 
 
Es stellte sich heraus, dass dieses Immobilisierungsverfahren nicht in Frage kommt, 
da die Aktivität des immobilisierten Enzyms zu gering war. Es mussten andere Ver-




5.5.3 Quervernetzung des Enzyms mit Glutardialdehyd 
Das zum Quervernetzen am häufigsten verwendete bifunktionelle Reagenz ist Glu-
tardialdehyd. Die reaktionsfähigen Aldehydgruppen an den beiden Enden des Glu-
tardialdehyds reagieren mit freien Aminogruppen (ε-Aminogruppen, N-terminale Ami-
nogruppen) des Enzyms, sodass die beteiligten Moleküle kovalent miteinander ver-














Abbildung 5-31: Vereinfachte Darstellung der Vernetzung des Enzyms mit Glutardialdehyd [75] 
 
Um zu untersuchen, ob das Enzym durch die Reaktion mit Glutardialdehyd geschä-
digt wird, wurden zu 10 µl Enzymlösung (0,36 mg Protein) unterschiedliche Mengen 
einer 50%-igen Glutardialdehydlösung gegeben (0 µL, 10 µL, 50 µL, 100 µL, 200 µL, 
500 µL). Die Quervernetzung des Enzyms erfolgte bei einem pH-Wert von 5,5. Man 
erhielt einen feinen Niederschlag. 
 
Nach der Quervernetzung wurde die Lösung zentrifugiert, um das vernetzte Enzym 
von der Reaktionslösung abzutrennen. Aufgrund der Feinheit der Partikel war die 
Trennung des Präzipitats mittels Zentrifuge nicht möglich. Daher wurde die Aktivität 
des gesamten quervernetzten Gemisches getestet (Abbildung 5-32). 
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Abbildung 5-32: Variation von Glutardialdehyd (pH = 3,75; T = 20°C; c(KCN) = 3,8 mM; c(BA) = 
0,1mM), das Enzym wurde mit GDA quervernetzt und anschließend auf Aktivität 
getestet; 1 = 0 µL GDA, 2 = 10 µL GDA, 3 = 50 µL GDA, 4 = 100 µL GDA, 5 = 200 µL 
GDA, 6 = 500 µL GDA 
 
Aus Abbildung 5-32 geht hervor, dass die Aktivität des quervernetzten Enzyms ge-
nauso groß ist wie die des freien Enzyms, d.h. bei Erhöhung der Glutardialdehydkon-
zentration bleiben die Aktivitäten nahezu konstant. Daraus lässt sich schlussfolgern, 
dass Glutardialdehyd keinen negativen Einfluss auf die Aktivität des Enzyms hat. 
 
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass die Quervernetzung von Enzym mit 
Glutardialdehyd zu einem feinen Niederschlag führt, welchen man nicht abtrennen 
kann. Daher weiß man auch nicht genau, wie weit die Quervernetzung erfolgt ist. Es 
könnte sein, dass die Quervernetzung nicht vollständig erfolgt ist, oder dass zu viel 
GDA zugesetzt wurde und die aktiven Stellen des Enzyms auf Grund sehr starker 
Quervernetzung blockiert sind. 
 
Um eine Trennung zu ermöglichen, um zu kontrollieren, wie weit die Quervernetzung 
erfolgt ist, muss das Molekulargewicht des Enzyms noch weiter vergrößert werden. 
Eine Möglichkeit hierzu ist die Coquervernetzung des Enzyms mit Chitosan (Poly-[2-
amino-2-desoxy-(1,4)-β-D-glucopyranose]) [107-108] und Glutardialdehyd. 
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5.5.4 Coquervernetzung des Enzyms mit Glutardialdehyd und Chitosan 
Chitosan wird durch Deacetylierung aus Chitin hergestellt. Chitin wiederum ist Be-
standteil des Exoskeletts aller Gliederfüßler. Es kommt auch in den Zellwänden der 
Pilze vor. Als Abfallprodukt der muschel- und krebsverarbeitenden Industrie stellt Chi-
tin ein preiswertes Ausgangsmaterial für die Herstellung von Chitosan dar. Chitosan 
ist ein wichtiger Grundstoff für die Industrie, es findet dort als Flockungsmittel, als 
Bindemittel für Textilien und Fasern und als Klebstoff in der Lederindustrie Anwen-
dung [108, 139-141]. 
 
Um das Molekulargewicht des Enzyms zu vergrößern, wurde es mit Chitosan und 






































Abbildung 5-33: Coquervernetzung des Enzyms mit Glutardialdehyd und Chitosan [27] 
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Aus früheren Arbeiten ist bekannt, dass das stöchiometrische Verhältnis zwischen 
Protein- und Chitosanmenge 1:1 betragen muss, um die besten Resultate zu erzielen 
[129]. 
 
In dieser Arbeit sollte die Menge an Glutardialdehyd bestimmt werden, die eine ma-
ximale Menge an Enzym und Chitosan bindet und mit der höchsten Aktivität des Prä-
zipitats einhergeht. Ist die gewählte Glutardialdehydmenge zu hoch, reagiert der Al-
dehyd hauptsächlich nur mit dem Enzym oder dem Chitosan. Gleichzeitig erhält man 
ein hochvernetztes Produkt, bei dem die aktiven Zentren des Enzyms für das Sub-
strat nicht mehr zugänglich sind. 
 
Nach der Coquervernetzung wurde das Gemisch zentrifugiert. Sowohl der durch 
Zentrifugation gewonnene Niederschlag (Pellet) als auch der Überstand wurden auf 
ihre Aktivität getestet. Die Bestimmung der Aktivität erfolgte mittels Photometer und 
HPLC. In Abbildung 5-34 sind die Reaktionsverläufe des Pellets dargestellt. Aufge-
tragen ist die Extinktion über der Zeit. 
 























Abbildung 5-34: Aktivitätsvergleich: Coquervernetzung des Enzyms mit Chitosan und Glutardialdehyd 




Man erkennt, dass die Aktivitäten der quervernetzten Enzyme grundsätzlich geringer 
als die des freien Enzyms sind. Die optimale Menge an einer 50%-igen Glutardialde-
hyd liegt zwischen 10 und 100 µL. Hier erhält man die höchste Enzymaktivität. In 
Abbildung 5-35 sind die Ergebnisse des Überstandes dargestellt.  
 



















Abbildung 5-35: Aktivitätsvergleich: Coquervernetzung des Enzyms mit Chitosan und Glutardialdehyd 
(Überstand) (FE = freies Enzym) 
 
Betrachtet man die Aktivität des Überstandes, so sieht man, dass bei einer Menge 
von 10 µL einer 50%-igen Glutardialdehydlösung, die Aktivität fast genau so groß ist, 
wie die des freien Enzyms. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass das Enzym nicht 
vollständig quervernetzt wurde und dass sich im Überstand noch eine große Menge 
an freiem Enzym befindet. Ab einer GDA -Menge von 100 µL wird die Aktivität des 
Überstandes viel geringer. Die Steigungen der Kurven liegen bei Zusatz von 100 bis 
2000 µL GDA sehr eng bei einander. Zum besseren Vergleich der Ergebnisse sind in 
Abbildung 5-36 die Aktivitäten der Pellets und des Überstandes bei unterschiedli-
chem Vernetzungsgrad einander gegenübergestellt. Die Aktivitäten des Pellets 
durchlaufen ein Maximum, wobei die höchste Aktivität bei Zugabe von 100 µL Glutar-
dialdehyd erreicht ist. Um sicher zu sein, dass das Maximum tatsächlich bei dieser 
Glutardialdehydmenge liegt, wurde dieser Bereich in einer weiteren Versuchsreihe 
noch genauer betrachtet (Abbildung 5-37). 
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Abbildung 5-36: Coquervernetzung des Enzyms mit Chitosan und Glutardialdehyd 
(FE = freies Enzym; Summe = Pellet + Überstand) 
 
 
FE 10 µL         50 µL        100µL 150 µL
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Aus Abbildung 5-37 geht hervor, dass die Aktivität des Pellets bei Zusatz von 150 µL 
einer 50%-igen Glutardialdehydlösung leicht abnimmt. Aus diesem Grund wurde fol-
gender Reaktionsansatz für die Coquervernetzung festgelegt: 30 mg Protein, 30 mg 
Chitosan und 100 µL einer 50 % Glutardialdehydlösung. Anschließend wurde das mit 
GDA und Chitosan coquervernetzte Enzym in PVA-Hydrogel (LentiKats®) einge-
schlossen. 
 
5.5.5 Einschluss des coquervernetzten Enzyms in PVA-Hydrogele 
Das nach den oben beschriebenen Bedingungen coquervernetzte Enzym sollte mit-
tels Einschluss in PVA-Hydrogele immobilisiert werden. Dafür wurden Hydrogele der 
Firma GENIALAB verwendet. Mittels LentiKat®-Printer wurden linsenförmige Immobili-
sate hergestellt und anschließend ihre Aktivität bestimmt. Um eine Diffusion des mo-
lekulargewichtsvergrößerten Enzyms aus der Matrix ausschließen zu können, wurde 
das immobilisierte Enzym über mehrere Stunden gerührt und sowohl die Linsen als 
auch der Überstand auf ihre Aktivität getestet. Diese wurde mit der Aktivität frisch 
hergestellter Linsen verglichen (Abbildung 5-38). 
 













Überstand des immobilisierten 
Enzyms nach 143 h Rühren
immobilisiertes Enzym
nach 143 h Rühren
immobilisiertes Enzym
Reaktionsbedingungen:









Abbildung 5-38: Rückhaltung des immobilisierten Enzyms in LentiKats® 
 
Im Überstand wurde keine Enzymaktivität gefunden. Die Aktivität der Linsen nach  
Ergebnisse und Diskussion 
 101
143 Stunden Rühren war genau so groß wie bei den frisch präparierten Linsen. Unter 
den gewählten Reaktionsbedingungen wurde keine Diffusion des Enzyms aus der 
Immobilisierungsmatrix beobachtet. 
 
5.5.6 Langzeit-Stabilität des immobilisierten Enzyms 
In dieser Versuchsreihe sollte für einen späteren technischen Einsatz das Verhalten 
des immobilisierten Enzyms bei mehrfachem Einsatz unter Luftatmosphäre unter-
sucht werden. Die Untersuchung zur Langzeit-Stabilität des immobilisierten Enzyms 
wurde in Form von mehreren aufeinander folgenden Batch-Experimenten durchge-
führt. Nach jedem Einsatz wurden die Linsen abgetrennt, mehrfach mit dem Stabilizer 
der Firma GENIALAB gewaschen und wieder eingesetzt. In dieser Versuchsreihe wur-
de der zeitliche Verlauf der enantioselektiven Cyanhydrinspaltung bei 20°C unter-
sucht. Bei der Auftragung der Extinktion über die Zeit wurde festgestellt, dass bei 
Mehrfacheinsatz des immobilisierten Enzyms die Steigung der Kurven mit jedem Ein-
satz sinkt. Um eine Aussagen über die Aktivität machen zu können, wurde aus der 
Steigung dieser Kurven die Aktivität des immobilisierten Enzyms ermittelt. Die Ergeb-
nisse dieser Untersuchung sind in Abbildung 5-39 dargestellt. 
 





















Abbildung 5-39: Langzeitstabilität des immobilisierten Enzyms unter Luftatmosphäre; 




Aus Abbildung 5-39 geht hervor, dass im Laufe des mehrfachen Einsatzes unter 
Luftatmosphäre die Aktivität drastisch abnimmt. Wie oben schon festgestellt wurde, 
diffundiert das Enzym nicht aus der Matrix heraus, d. h. die Diffusion kann aus die-
sem Grund für den Aktivitätsverlust ausgeschlossen werden. Um die Ursache für die 
Deaktivierung zu finden, muss das System noch weiter optimiert werden. 
 
Hierzu wurde der gleiche Versuch unter Luftatmosphäre im Dunklen durchgeführt 
(Abbildung 5-40). 
 




















Abbildung 5-40: Langzeitstabilität des immobilisierten Enzyms bei Luftatmosphäre und im Dunklen; 
pH = 3,75; T = 20°C 
 
Auch unter diesen Reaktionsbedingungen nahm die Aktivität der Linsen nach mehr-
fachem Einsatz ab. Licht hat keine deaktivierenden Eigenschaften auf das Enzym. 
 
Um den Einfluss von Sauerstoff auf das Enzym zu untersuchen, wurden die Versu-
che unter Stickstoffatmosphäre durchgeführt. Die Ergebnisse dieser Untersuchung 
sind in Abbildung 5-41 Abbildung 5-42 graphisch dargestellt. In Abbildung 5-41 ist die 
Extinktion über die Zeit aufgetragen. Die Aktivitäten, die in Abbildung 5-42 dargestellt 
sind, wurden aus den Steigungen der Kurven in Abbildung 5-41 ermittelt. 
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Abbildung 5-41: Langzeitstabilität des immobilisierten Enzyms unter Stickstoffatmosphäre; 
pH = 3,75; T = 20°C 
 




















Abbildung 5-42: Langzeitstabilität des immobilisierten Enzyms unter Stickstoffatmosphäre; 




Unter Stickstoffatmosphäre nimmt die Aktivität der Linsen zu Beginn ab. Sie steigt 
aber beim siebten Einsatz wieder an, so dass dann ein stabiler Zustand erreicht ist. 
Die in diesem Fall beobachtete Deaktivierung zu Beginn des Versuchs kann an Mes-
sungenauigkeiten liegen. Daraus lässt sich schlussfolgern, dass die Deaktivierung 
des Enzyms am Luftsauerstoff liegt, d.h. das Enzym ist instabil gegenüber Sauerstoff. 
Bei einem technischen Einsatz des immobilisierten Enzyms sollte die Reaktionsfüh-
rung unter Stickstoffatmosphäre stattfinden. Im Falle des freien Enzyms war die Ver-
suchsdauer zu kurz, um eine signifikante Abnahme der Enzymaktivität durch den 
Sauerstoff zu beobachten, d.h. die Deaktivierung des Enzyms durch Sauerstoff spielt 
erst bei längeren Versuchszeiten eine Rolle. Aus diesem Grund wurden die Versuche 
zur Langzeitstabilität und Enzymbeladung unter Stickstoffatmosphäre durchgeführt. 
Parallel zu diesen Untersuchungen wurde auch bei Degussa AG die Langzeitstabilität 
des immobilisierten Enzyms im Zwei-Phasen-System (organisch/wässrige System) 
untersucht. Dort wurde das immobilisierte Enzym 21-mal unter Stickstoffatmosphäre 
eingesetzt und auf Aktivität getestet. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in 
Abbildung 5-43 dargestellt. 
 

















Abbildung 5-43: Langzeitstabilität des immobilisierten Enzyms im Zwei-Phasen-System unter Stick-
stoffatmosphäre 
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Aus Abbildung 5-43 geht hervor, dass die Enzymaktivität des immobilisierten Enzyms 
über 20 mal Einsetzen konstant bleibt, d.h. die immobilisierte (R)-Oxynitrilase ist 
langzeitstabil. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass es uns gelungen ist, eine 
optimale Immobilisierungsmethode für die (R)-Oxynitrilase zu entwickeln. 
 
5.6 Einfluss der Enzymbeladung auf die Enzymaktivität 
Durch die Immobilisierung von Biokatalysatoren kann es zu deutlichen Unterschieden 
zwischen den beobachtbaren Reaktionsgeschwindigkeiten des freien und des immo-
bilisierten Katalysators kommen. Diesem Phänomen kann zum einen eine Inaktivie-
rung des Katalysators durch die Prozedur der Immobilisierung zugrunde liegen, zum 
anderen aber auch eine Diffusionshemmung. Man muss damit rechnen, dass meist 
eine Kombination aus beiden Phänomenen auftritt. 
 
Dieser Sachverhalt wurde über die unterschiedliche Enzymbeladung der Lentikats® 
untersucht. Dazu wurden die Linsen mit unterschiedlichen Mengen an Enzym bela-
den und anschließend auf ihre Aktivität getestet. Die Aktivitäten dieser Lentikats® sind 
in Abbildung 5-44 dargestellt. 
 




















immobilisiertes Enzym (0.6 mg Protein/g Linsen)
immobilisiertes Enzym (3 mg Protein/g Linsen)
 
 




In dieser Abbildung ist die Aktivität in U/gLinsen gegenüber der Anzahl der Einsätze 
dargestellt. Aus Abbildung 5-44 geht hervor, dass bei einer Beladung von 0,6 mg Pro-
tein pro Gramm Linsen die Aktivität bei ca. 1 U/gLinsen liegt. Bei der Erhöhung der Be-
ladung der Linsen wie z.B. auf 3 mg Protein pro Gramm Linsen beträgt die Aktivität 
ca. 5 U/gLinsen. Das heißt, bei einer fünffachen Beladung der Linsen steigt die Aktivität 
ebenfalls auf den fünffachen Wert an. In diesen Bereichen steigt die Aktivität der Lin-
sen proportional zu der Enzymbeladung der Lentikats®. Aus diesen Ergebnissen 
lässt sich schlussfolgern, dass es bei einer Enzymbeladung von 5 U/gLinsen zu keiner 
Diffusionslimitierung der Linsen kommt. 
 
In Abbildung 5-45 ist die Aktivität in Unit pro mg Protein gegenüber der Anzahl der 
Einsätze aufgetragen. 
 



















immobil. Enzym (0,6 mg Protein/g Linsen)
immobil. Enzym (3 mg Protein/g Linsen)
 
 
Abbildung 5-45: Einfluss der Enzymbeladung (0,6 bzw. 3 mgProtein/gLinsen) auf die Aktivität unter Stick-
stoffatmosphäre 
 
Aus Abbildung 5-45 geht deutlich hervor, dass bei einer Beladung von 0,6 und 3 mg 
Protein pro Gramm Linsen keine Diffusionshemmung zu beobachten ist. Die 
Schwankungen der Aktivitäten sind auf Messungenauigkeiten zurückzuführen. 
 
Nachdem gezeigt wurde, dass die LentiKats® unter Stickstoffatmosphäre langzeitsta-
bil sind und bei einer Beladung von bis zu 3 mgProtein/gLinsen keine Diffusionshemmung 
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vorliegt, war es Ziel dieser Arbeit, Lentikats® mit einer Enzymrestaktivität von bis zu 
40 U/gLinsen herzustellen. Hierzu wurden Linsen mit unterschiedlicher Beladung her-
gestellt und diese auf Aktivität getestet. In Abbildung 5-46 ist das Ergebnis dieser Un-
tersuchung zusammengefasst. Aufgetragen ist hierbei die Extinktion über die Zeit. 
 


































Abbildung 5-46: Einfluss der Enzymbeladung (0,6 bzw. 3 mgProtein/gLinsen) auf die Aktivität unter  
Stickstoffatmosphäre 
 
Aus Abbildung 5-46 geht hervor, dass alle Kurven am Anfang linear verlaufen und 
sich dann asymptotisch einem Maximum nähern. Die Anfangssteigung der Kurven ist 
umgekehrt proportional zur Beladung, je höher die Beladung, umso kleiner die Stei-
gung. Aus der Anfangssteigung der Kurve wurde die Anfangsaktivität ermittelt und 





























Abbildung 5-47: Einfluss der Enzymbeladung (20-80 mgProtein/gLinsen) auf die Aktivität  
 
Bei einer Enzymbeladung von 20 U pro Gramm Linsen weisen die Lentikats® ca. 70% 
Restaktivität auf, d.h. dass bei der Immobilisierung des Enzyms ca. 30 % Aktivität 
verloren gehen. Aus Abbildung 5-47 geht deutlich hervor, dass eine Diffusionslimitie-
rung vorliegt. Ab einer Enzymbeladung von ca. 40 U/gLinsen tritt die Diffusionslimitie-
rung auf. Die Linsen weisen nur noch eine Restaktivität von 45°% auf. Da aber nicht 
genau gesagt werden kann, ab welcher Beladung die Diffusionslimitierung eine Rolle 
spielt, muss extrapoliert werden, bei welcher Beladung die Diffusionshemmung einen 
großen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit bekommt. 
 
5.7 Abschätzung des zu erwartenden Katalysatorwirkungsgrades 
Die Geschwindigkeit einer katalytischen Reaktion wird nicht nur von der Aktivität des 
Katalysators bestimmt, sondern auch von der Geschwindigkeit des äußeren und des 
inneren Stofftransportes. 
 
Innere Stofftransportlimitierungen, d.h. die Diffusion im Katalysatorpartikel, können 
nur bei sehr kleinen Katalysatorpartikeln (z.B. sehr feinpulverige Katalysatoren) ver-
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nachlässigt werden. Bei größeren Katalysatorpartikeln, wie z.B. in Lentikats® verkap-
selte Katalysatoren, muss dagegen mit einem Einfluss der Diffusion auf die beobach-
tete Reaktionsgeschwindigkeit gerechnet werden. Das Zusammenwirken von chemi-
scher Reaktion und Stofftransport wird Makrokinetik genannt. Die ersten Untersu-
chungen zur Makrokinetik heterogen-katalysierter Reaktionen gehen auf Damköhler 
[146] und Thiele [147] zurück. 
 
Das Verhältnis zwischen der beobachteten Reaktionsgeschwindigkeit und der Reak-
tionsgeschwindigkeit ohne das Vorliegen einer Diffusionslimitierung wird als Katalysa-
torwirkungsgrad η definiert [148-149]. 
 
Neben seiner experimentellen Bestimmung lässt sich der Katalysatorwirkungsgrad 
unter Annahme bestimmter Randbedingungen auch hinreichend genau berechnen. 
Für einen kugelförmigen Katalysatorpartikel im stationären Zustand gilt für eine irre-


















Dabei ist Φ eine dimensionslose Kenngröße, das so genannte THIELE-Modul, auch 
bekannt als die Damköhlersche Kenngröße 2. Art. Das Verhältnis aus der Diffusions-
geschwindigkeit und der Reaktionsgeschwindigkeit wird durch das THIELE-Modul 
ausgedrückt. Das THIELE-Modul ist von der Katalysatorgeometrie r0, der Reaktions-
geschwindigkeit Vmax, der MICHAELIS-MENTEN-Konstante und dem effektiven Diffusi-









Der effektive Diffusionskoeffizient Deff bringt zum Ausdruck, dass die Diffusion in po-
rösen Festkörpern und Gelen gegenüber der in freier Lösung mehr oder weniger 
stark gehindert ist. Effektive Diffusionskoeffizienten können durch Messungen be-
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stimmt werden [150]. Für die experimentelle Bestimmung des Deff können spezielle 
Messanordnungen wie die Wicke-Kallenbach-Zelle herangezogen werden. Da die 
beobachtete Verringerung der Aktivität innerhalb der Biokatalysatorperle durch die 
unzureichende Versorgung der Enzyme mit dem Substrat Benzaldehyd hervorgeru-
fen wird, muss zunächst der effektive Diffusionskoeffizient Deff bestimmt werden.  
 
Theoretische Ermittlung von Deff: 
Die Diffusionsbehinderung innerhalb der Immobilisatperle wird durch das Polymer-
netzwerk hervorgerufen. Daher geht neben dem Molekulargewichtsparameter a, der 
die Größe des diffundierenden Moleküls beschreibt, die Polymerkonzentration Vp 
(angegeben in g/cm3) in die Formel zur Berechnung von Deff ein. Die Gleichung nach 
White [154], die in dieser Arbeit für die Berechnung des Deff verwendet wurde, gilt nur 











Der Parameter a ist direkt proportional zum Molekulargewicht bzw. Molekülradius des 
diffundierenden Substrates, d.h. mit zunehmendem Molekulargewicht wird auch a 
größer. Da das Molekulargewicht von Benzaldehyd größer ist als von Kaliumcyanid, 
wird für die Berechnung von Deff das Molekulargewicht von Benzaldehyd eingesetzt. 
Der Parameter a für Benzaldehyd wurde aus der Literatur [125] aus Abbildung 27 
Kapitel 5.2.3 ermittelt. Bei einem Molekulargewicht von 106,12 g/mol ergibt sich für 
den Parameter a der Wert: 5,2.  
 
D0 ist der Diffusionskoeffizient in Lösungen. Für eine Vielzahl von wasserlöslichen 
Verbindungen sind Diffusionskoeffizienten (D0) in der Literatur angegeben [155-156]. 
Die Messungen für die Bestimmung der Diffusionskoeffizienten in Lösungen sind 
meist sehr aufwendig. Da aber die D0-Werte mit guter Genauigkeit berechnet werden 
können, sind die Messungen oft nicht nötig. Die Abweichung der D0-Werte aus Mes-
sungen und theoretischen Bestimmungen liegt meist unter 15 %. 
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Theoretische Ermittlung von D0: 
Die einfachste Methode zur Ermittlung von D0 in wässrigen Lösungen ist die graphi-
sche Auftragung der D0-Werte, die in der Literatur [155-156] angegeben sind, gegen 
das Molekulargewicht möglich [125]. Dieser Zusammenhang lässt sich durch die fol-













Für die dynamische Viskosität ( n ) der Lösung wird näherungsweise der Wert für 
Wasser eingesetzt. Die Versuche mit dem immobilisierten Enzym wurden in dieser 
Arbeit bei einer Temperatur von 20°C (293 K) durchgeführt. Damit liegt die dynami-
sche Viskosität in diesem Fall bei 1,002 [125, Tabelle 24]. Beim Einsetzten dieser 













Damit kann der effektive Diffusionskoeffizient nach Gleichung 18 berechnet werden, 







Ermittlung des THIELE-Moduls: 
Das Verhältnis aus der Diffusionsgeschwindigkeit und der Reaktionsgeschwindigkeit 
wird durch das THIELE-Modul ausgedrückt. Es berücksichtigt zusätzlich die Katalysa-
torgeometrie und die Reaktionsordnung. Für den vorliegenden Fall kugelförmiger 
Immobilisate mit einem Radius von r0 = 0,015 cm und MICHAELIS-MENTEN-Kinetik 

















Das Verhältnis aus der aktuell vorliegenden Substratkonzentration c0 in dem die Per-
le umgebenden Medium und der Sättigungskonstante Km ergibt die dimensionslose 






c0 = Substratanfangskonzentration (c0(Benzaldehyd) = 0,1 mM) 









Mit Hilfe des Thiele-Moduls Φ  und der Kennzahl β  kann der zu erwartende Kataly-
satornutzungsgrad abschließend aus Abbildung 32 Kapitel 6.2 Literatur [125] abge-
schätzt werden. 
In Tabelle 4 und Tabelle 5 sind alle berechneten und graphisch ermittelten Werte, die 
für die Ermittlung des Katalysatorwirkungsgrades nötig sind, zusammengestellt. Die 
Berechnungen in Tabelle 4 beziehen sich auf einen Radius von 0,015 cm, in Tabelle 
5 wurde eine Radius von 0.02 cm betrachtet. 
 
Aus Tabelle 4 geht hervor, dass bei einer Katalysatorbeladung von 40 U/gLinsen ein 
Katalysatorwirkungsgrad von 0,40 vorliegt, d.h., es tritt eine Diffusionshemmung von 
60 % auf. Bei der experimentellen Untersuchung lag bei einer Beladung von 
40°U/gLinsen ein Aktivitätsverlust von 55°% vor. Die Differenz könnte dadurch zustan-
de kommen, dass bei der theoretischen Ermittlung des Katalysatorwirkungsgrades 
von einer Kugel und nicht von einer Linse ausgegangen wird. Bei einer Kugel ist die 
Diffusionshemmung größer als bei einer Linse. 
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Tabelle 4: Theoretische Ermittlung des Katalysatornutzungsgrades 
Vmax [U/gLinsen] Φ Wirkungsgrad V [U/gLinsen] Aktivitätsverlust [%] 
5 0,883 0,78 3,90 22 
10 1,248 0,64 6,4 36 
15 1,529 0,55 8,25 45 
20 1,765 0,5 10,0 50 
25 1,974 0,45 11,25 55 
30 2,162 0,43 12,9 57 
35 2,335 0,41 14,35 59 
40 2,497 0,40 16,0 60 
45 2,648 0,36 16,2 64 
50 2,791 0,34 17,0 66 
55 2,928 0,32 17,6 68 
60 3,058 0,31 18,6 69 
65 3,183 0,3 19,5 70 
70 3,303 0,28 19,6 72 
75 3,419 0,27 20,25 73 
80 3,531 0,26 20,8 74 
85 3,640 0,26 22,1 74 
90 3,745 0,25 22,5 75 
95 3,848 0,25 23,75 75 
100 3,948 0,25 25,0 75 
150 4,835 0,21 31,5 79 
200 5,583 0,18 36,0 82 
 




Tabelle 5: Theoretische Ermittlung des Katalysatornutzungsgrades 
Vmax [U/gLinsen] Φ Wirkungsgrad V [U/gLinsen] Aktivitätsverlust [%] 
5 1,177 0,72 3,60 28 
10 1,664 0,57 5,70 43 
15 2,039 0,45 6,75 55 
20 2,354 0,38 7,60 62 
25 2,632 0,35 8,75 65 
30 2,883 0,33 9,90 67 
35 3,114 0,31 10,85 69 
40 3,329 0,30 12,0 70 
45 3,531 0,26 11,70 74 
50 3,722 0,23 11,50 77 
55 3,904 0,25 13,75 75 
60 4,077 0,25 15,00 75 
65 4,244 0,23 14,95 77 
70 4,404 0,22 15,40 78 
75 4,558 0,21 15,75 79 
80 4,708 0,2 16,00 80 
85 4,853 0,2 17,00 80 
90 4,993 0,2 18,00 80 
95 5,130 0,19 18,05 81 
100 5,264 0,18 18,00 82 
150 6,447 0,17 25,50 83 
200 7,444 0,13 26,00 87 
 
* Die Berechnungen in Tabelle 5 beziehen sich auf einen Perlenradius von 0,02 cm. 
 
Bei einem Radius von 0,02 cm liegt bei einer Katalysatorbeladung von 40 U/gLinsen ein 
Katalysatorwirkungsgrad von 0,30 vor, d.h., es tritt eine Diffusionshemmung von 
70°% auf. Bei der experimentellen Untersuchung lag ein Aktivitätsverlust von 55°% 
vor. Die Differenz könnte dadurch zustande kommen, weil bei der theoretischen Er-
mittlung des Katalysatorwirkungsgrades von einer Kugel ausgegangen wird und nicht 
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Die Herstellung von optisch aktivem (R)-Cyanhydrinen durch enzymatische Umset-
zung von Benzaldehyd mit Kaliumcyanid erfolgt in einem wässrigen Medium unter 
Reaktionsbedingungen (pH = 3,75, T = 20°C), bei denen die unerwünschte Nebenre-
aktion der racemischen Cyanhydrinbildung nur in vernachlässigbarem Umfang ab-
läuft. Die Enantiomerenausbeuten der (R)-Cyanhydrine sind größer 99,5°%.  
 
Auf diesem Ergebnis aufbauend wurden bei einem pH-Wert von 3,75 die kinetischen 
Parameter der (R)-Cyanhydrinsynthese ermittelt. In Bezug auf Benzaldehyd wurde 
eine konzentrationsabhängige Substrathemmung festgestellt. Kaliumcyanid und 
Mandelonitril wirken sich nicht hemmend auf die Reaktion aus. 
 
Die Annahme, dass die enzymatische Cyanhydrinsynthese nach einem Random-Bi-
Uni-Mechanismus abläuft, wurde dadurch bestätigt, dass die experimentell ermittel-
ten Konzentrations-Zeitverläufe der enzymatischen Cyanhydrinsynthese mit den nach 
der Gleichung 16 berechneten Kurvenverläufen überein stimmen. 
 
Dem Einsatz isolierter (R)-Oxynitrilase in technischen Verfahren stehen im Allgemei-
nen ihr hoher Preis, ihre geringe Langzeitstabilität sowie die Schwierigkeiten bei Auf-
arbeitung und Wiederverwendung im Wege. Daher sollte in dieser Arbeit ein Immobi-
lisierungsverfahren für das Enzym entwickelt werden, welches diese Nachteile be-
hebt. In dieser Arbeit wurde die (R)-Oxynitrilase mit Chitosan und Glutardialdehyd 
coquervernetzt und anschließend wurde das coquervernetzte Enzym in PVA einge-
schlossen. Die Immobilisierung der (R)-Oxynitrilase erfolgte in zwei Schritten. Im ers-
ten Schritt wurde eine Molekulargewichtsvergrößerung des Enzyms durchgeführt. Die 
Molekulargewichtsvergrößerung erfolgte durch Coquervernetzung des Enzyms mit 
Glutardialdehyd und Chitosan. Das molekulargewichtsvergrößerte Enzym zeigte eine 
Restaktivität von größer 70 %. Im zweiten Schritt wurde das Enzym in Polyvinylalko-
holgel eingeschlossen und anschließend zu LentiKats® verarbeitet.  
 
Nachdem gezeigt wurde, dass die LentiKats® unter Stickstoffatmosphäre langzeitsta-
bil sind und bei einer Beladung von bis zu 3 mgProtein/gLinsen keine Diffusionshemmung 
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vorliegt, war es Ziel dieser Arbeit, Lentikats® mit einer Enzymrestaktivität von bis zu 
40 U/gLinsen herzustellen. Bei der experimetellen Untersuchung hat sich gezeigt, dass 
ab einer Enzymbeladung von ca. 40 U/gLinsen eine Diffusionslimitierung auftritt. Der 
Katalysatorwirkungsgrad lag in diesem Fall bei 0,45. Da aber nicht genau gesagt 
werden konnte, ab welcher Beladung die Diffusionslimitierung eine Rolle spielt, muss-
te extrapoliert werden, bei welcher Beladung die Diffusionshemmung einen großen 
Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit bekommt. 
Bei der theoretischen Ermittlung des Katalysatorwirkungsgrades im Falle einer Kugel 
wurde bei einem Radius von 0,015 cm ein Wirkungsgrad von 0,40 errechnet. Die ex-
perimentell bestimmten Werte stimmen fast mit dem Theoriewert überein. Die Diffe-
renz von ca. 5 % könnte dadurch zustande kommen, dass bei der theoretischen Er-
mittlung des Katalysatorwirkungsgrades von einer Kugel und nicht von einer Linse 
ausgegangen wird. Bei einer Kugel ist die Diffusionshemmung größer als bei einer 
Linse. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass in dieser Arbeit eine Immobilisierungs-
methode für die (R)-Oxynitrilase entwickelt wurde, die optimale Eigenschaften für die 
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a:  Molekulargewichtsparameter, der die Größe des diffundierenden 
Moleküls beschreibt 
A, BA:  Benzaldehyd 
β :  dimensionslose Kennzahl 
C:  Spacer 
c:  Konzentration [mol/L]  
c(B):  Konzentration der Blausäure [mol/L]  
c(BA):  Konzentration des Benzaldehyd [mol/L] 
Deff:  effektiven Diffusionskoeffiziente in einem Gel [cm2/min] 
D0:  Diffusionskoeffiziente in Wasser [cm2/min] 
E:  Enzym 
ee:  enantiomeric excess  
ES:  Enzym-Substrat-Komplex 
FAD:  Flavin-Adenin-Dinucleotid 
GC:  Gaschromatographie  
GDA:  Glutardialdehyd 
HCN:  Blausäure 
HPLC: Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie  
k:  Geschwindigkeitskonstante 
KCN:  Kaliumcyanid  
Km:  Michaelis-Menten-Konstante 
KmA, KmBA: Michaelis-Menten-Konstante für Benzaldehyd [mol/L] 
KmB:  Michaelis-Menten-Konstante für die Blausäure [mol/L] 
KiBA:  Inhibierungskonstante für Benzaldehyd [mol/L]) 
MN:  Mandelonitril 
Mw:  Molekulargewicht [g/mol] 
η:  Katalysatorwirkungsgrad 
n :  dynamische Viskosität 
Φ:  THIELE-Modul 
P:  Produkt 
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PCS:  Polycarbamoylsulfonat 
PEG:  Polyethylenglycol 
PVA:  Polyvinylalkohol 
PVAc:  Polyvinylacetat 
r0:  Radius [cm] 
S:  Substrats 
t:  Reaktionszeit  
TON:  Turnover Numbers 
U:  Unit 1U = µmol Benzaldehyd/min 
V:  Reaktionsgeschwindigkeit 
Vp:  Polymerkonzentration [g/cm3] 
Vmax:  max. Reaktionsgeschwindigkeit der Synthese 
 
 
8.2 Technische Daten 
Technische Daten des UV/VIS Spektralphotometers (550SE) der Firma PERKIN-
ELMER: 
Messprinzip:  Registrierendes UV/VIS-Zweistrahlspektrometer  
Monochromator:  Littrow-Gitteranordnung mit holografischem Gitter,  
1440 Linien/mm 
Lichtquellen:   Deuteriumlampe und Halogenlampe, vorjustiert 
Detektor: Photomultipler; RCA 1P 28A (195 – 750 nm) oder R446 
(195 – 900 nm) 
Datenausgänge:  Schreiber 1 V für 100 %T und 1 A; BCD (wahlweise),  
TTL-Pegel 
 
Umgebungstemperaturbereich  15 bis 35°C 
Wellenlängenmessbereich  190 bis 750 nm 
      190 bis 900 nm 
Wellenlängenanzeige   vierstellig digital 
Wellenlängengenauigkeit    ± 0,5 nm  




Photometrischer Messbereich  -3 bis +3A 
Spektrale Bandbreite   1 nm oder 2 nm 
Photometrische Richtigkeit   ± 0,005 A bei A = 1 
Photometrische Reproduzierbarkeit ± 0,0005 A bei A = 1 
Stabilität     ± 0,001 A/h nach  Aufwärmphase 
Abweichung Basislinie   ± 0,001 A von 200 bis 800 nm 
Registriergeschwindigkeit   7,5; 15; 30; 60; 120, nm/min 
 
 
Technische Daten des UV/VIS Spektralphotometers (SPECORD 40) der Firma 
JENA ANALYTIKER: 
Messprinzip: Sequentiell messendes Einstrahlphotometer mit 
großflächiger Photodichte 
Optik:    Monochromator mit holografischem Konkavgitter 
Strahlungsquellen:  Deuteriumlampe und Halogenlampe, vorjustiert 
Wellenlängenmessbereich;  190 bis 1100 nm 
Photometrischer Messbereich:  -3 bis +3A 
Wellenlängernrichtigkeit:   ± 0,3 nm im Bereich 190 - 1100 nm 
 
Wellenelängenreproduzierbarkeit: ± 0,1 nm (5 Messungen) 
Streulicht     < 0,8 % T bei 200 nm (KCl) 
      < 0,03 % T bei 220 nm (NaJ, ASTM) 
< 0,03 % T bei 340 nm (NaNO2, ASTM) 
 
Spektrale Bandbreite:    1,3 nm bei 500 nm 
Photometrische Richtigkeit:   ± 0,004 A bei A = 1 
Photometrische Reproduzierbarkeit:  ± 0,0005 A bei A = 1 
Stabilität:  ± 0,001 A/h bei 500 nm 
(1 h Einlaufzeit) 
Abweichung Basislinie:    ± 0,001 A von 200 bis 800 nm 
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